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RESUMO
No ambiente os organismos vivos estão expostos há vários tipos de poluentes que podem 
interagir, potencializando ou inibindo os efeitos tóxicos. O cádmio (Cd) e o ácido 
perfluorooctanóico (PFOA) são poluentes presentes no ambiente, persistentes, 
bioacumuláveis e capazes de vencer a barreira placentária. Estudos revelam alterações no 
desenvolvimento como consequência da exposição pré-natal a esses contaminantes, porém 
faltam evidências dos efeitos em períodos mais iniciais do desenvolvimento, que permitam 
um grau de extrapolação entre as espécies. O embrião de ave apresenta semelhanças 
morfológicas com outros vertebrados, inclusive humanos, em determinados estádios de 
desenvolvimento (que incluem o 3° dia de incubação), além de ser de fácil obtenção e 
manipulação. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da exposição ao Cd, PFOA e à 
mistura de ambos, em embriões de ave (Gallus gallus), após 72 horas de incubação. A 
exposição foi realizada injetando-se solução do contaminante ou veículo, diretamente na 
câmara de ar, previamente a incubação por 72h, a 38°C. As concentrações utilizadas foram 
0,5, 5 e 25 pg/ml de Cd e 5, 50 e 250 ng/ml de PFOA. Na mistura foram empregadas as 
menores concentrações. Foi também utilizado um controle do ambiente com ovos não 
injetados. Os ovos foram abertos, a frequência cardíaca foi aferida nos embriões vivos e a 
mortalidade foi determinada. Os embriões vivos foram coletados e preparados para as demais 
análises através da técnica de montagem total. A morfologia foi analisada seguindo os 
critérios descritos por Hamburger e Hamilton (1951) e para a análise morfométrica foram 
mensurados parâmetros corporais e encefálicos. A biodisponibilidade e o acúmulo de Cd 
foram analisados empregando-se o marcador fluorescente Leadmium Green. A exposição ao 
Cd na maior concentração aumentou significativamente a mortalidade e ocorrência de 
malformações. As três concentrações de PFOA e a mistura elevaram significativamente a taxa 
de malformações, porém não alteraram a mortalidade. Foram observadas alterações na 
curvatura do corpo, região encefálica, do tronco e caudal, falha no fechamento do tubo neural 
na região entre os brotos das asas e das pernas e defeito na parede do corpo. O Cd e o PFOA 
não alteraram significativamente a frequência cardíaca, bem como os parâmetros 
morfométricos analisados. As alterações morfológicas encontradas nesse trabalho podem ser 
futuramente relacionadas ao aparecimento de diferentes tipos de defeitos congênitos já 
relatados em humanos, como defeitos do tubo neural, síndrome da regressão caudal, defeitos 
na parede do corpo, lordose, escoliose e outras malformações da coluna vertebral. Muitas das 
alterações observadas são incompatíveis com a continuidade do processo de desenvolvimento 
devido à presença de intensas malformações e ausência de estruturas importantes. Além disso, 
as malformações estão associadas a outras complicações clínicas como déficits intelectuais, 
distúrbios neurológicos, geniturinários, gastrointestinais e cardíacos. Dessa forma, conclui-se 
que o estudo dos efeitos do Cd e PFOA em embriões de galinha revela preocupação quanto à 
exposição pré-natal humana, uma vez que são substâncias persistentes e presentes no 
ambiente.
Palavras-chave: PFOA; Cd; poluentes persistentes; embriotoxicologia; morfologia;
morfometria.
ABSTRACT
Living organisms are exposed to several pollutants that can interact with each other either 
potentiating or inhibiting the toxic effects. Cadmium (Cd) and perfluorooctanoic acid (PFOA) 
are pollutants ubiquitous in the environment, persistent, bioaccumulative and able to cross the 
placental barrier. Studies reveal effects on development as a consequence of prenatal exposure 
to these contaminants, but there is a lack of studies at earlier stages of development that allow 
cross-species translational implications. The avian embryo presents morphological similarities 
with other vertebrates, including humans, at certain stages of development (which include the 
3rd day of incubation), besides being easy to obtain and manipulate. The aim of this work was 
to evaluate the effect of exposure to Cd, PFOA and the mixture of both, in chick embryos 
(Gallus gallus) after 72 hours of incubation. The exposure was performed by injecting 
solution of the contaminant or vehicle, directly into the air chamber, prior to incubation for 
72h at 38° C. The concentrations used were 0.5, 5 and 25 pg/ml of Cd, and 5, 50 and 250 
ng/ml of PFOA. The lowest concentrations were used for the mixture. Non-injected group of 
eggs were also used as a control. The eggs were opened, heart rate was measured in living 
embryos and mortality was determined. The live embryos were collected and prepared for 
other analyzes using the whole mount technique. The morphology was analyzed according to 
the criteria described by Hamburger and Hamilton (1951) and for the morphometric analysis 
body and brain parameters were measures. The bioavailability of Cd was analyzed using the 
fluorescent dye Leadmium Green. Exposure to Cd at the highest concentration increased 
mortality and occurrence of malformations. The three concentrations of PFOA and the 
mixture increased the rate of malformations, but did not increase the mortality. Alterations 
observed include: distorted curvature of the body modifications at encephalic, trunk and 
caudal regions, failure of neural tube closure between the limb buds and ventral wall body 
defect. Cd and PFOA exposure did not significantly change the heart rate as well as the 
morphometric parameters. The morphological alterations found in this study may be related to 
the appearance of different types of congenital defects previously reported in humans, such as 
neural tube defects, caudal regression syndrome, ventral wall body defects, lordosis, scoliosis 
and other spinal malformations. Many of the malformations observed are incompatible with 
the continuity of development due to their severity. In addition, previous studies have already 
associated malformations with other clinical complications such as intellectual deficits, 
neurological, genitourinary, gastrointestinal and cardiac disorders. Thus, we conclude that 
studying Cd and PFOA effects in chick embryos can indicate and infer concerns about human 
prenatal exposure, since they are persistent and ubiquitous substances in the environment.
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A ecotoxicologia é a ciência que estuda os efeitos de produtos químicos sobre os 
ecossistemas naturais tendo como objetivo identificar e prever as consequências ambientais 
negativas causadas por essas substâncias. Estes estudos possibilitam demonstrar o risco de 
exposição e embasar medidas para controlar a liberação e minimizar os seus efeitos 
(TARAZONA; RAMOS-PERALONSO, 2014).
As atividades antrópicas produzem, em abundância, uma grande variedade de 
resíduos urbanos, industriais e agrícolas que são constantemente liberados no ambiente e 
acabam por contaminar e comprometer os ecossistemas terrestres e aquáticos. A partir do 
século XX, diversas classes de poluentes orgânicos e inorgânicos passaram a ser liberados de 
forma pouco controlada nos ambientes naturais e atualmente existem mais de 127 milhões de 
substâncias químicas orgânicas e inorgânicas registradas (Chemical Abstract Service, 2017). 
A partir dos anos 50 pós-guerra, a sociedade passou a discutir mais os problemas ambientais e 
com isso os riscos de exposição crônica destes contaminantes para os ecossistemas aquáticos 
e terrestres (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Neste período foi criada a 
Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA), que representou um marco na 
regulamentação tanto da emissão quanto no estabelecimento dos níveis máximos permissíveis 
da presença de xenobióticos para várias matrizes ambientais como o sedimento, água e biota.
1.1 CÁDMIO
O cádmio (Cd) é um metal de transição, pertencente ao grupo IIb da tabela periódica 
e é o 64° elemento mais abundante na natureza (ICdA, 2017a). É altamente tóxico, sendo 
classificado em 7° lugar no ranque de prioridade da lista de substâncias perigosas da Agência 
Americana para Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR, 2015). O Cd está 
presente no ambiente em baixas concentrações, porém as atividades antrópicas, como a 
queima de combustíveis fósseis, incineração de resíduos e mineração (ATSDR, 2012) tem 
contribuído para a disseminação desse metal e seu aumento nos ambientes naturais (WHO,
2010). É utilizado na produção de baterias, pigmentos, plásticos (PVC), no processo de 
galvanização, além de estar presente no cigarro (WHO, 2010). Na população humana as 
principais vias de exposição são a oral, pela ingestão de água e alimentos contaminados, e a
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respiratória, por inalação do ar em áreas urbanas e próximas a indústrias (ANDUJAR; 
BENSEFA-COLAS; DESCATHA, 2010; SANTOS et al., 2013; RAHBAR et al., 2014). 
Além disso, a exposição ao Cd é elevada pela inalação da fumaça do cigarro, uma vez que as 
folhas do tabaco acumulam altos níveis desse metal (DA SILVA et al., 2016; ICdA, 2017b). 
Para cada cigarro fumado 0,2-1,0 pg de Cd pode ser absorvido (LEWIS et al., 1972; ZHANG 
et al., 2009). Recentemente foi mostrado que bijuterias e brinquedos também podem ser 
fontes de exposição ao Cd (GUNEY; ZAGURY, 2012). Após ser absorvido pelo organismo, é 
rapidamente transportado pelo sangue e se acumula principalmente no fígado, pulmão e rins 
(CHANG et al., 2012; TÊTE et al., 2014) e devido à sua baixa taxa de excreção e uma meia 
vida biológica de aproximadamente 14 anos em homens e 23 anos em mulheres 
(SUWAZONO et al., 2009), torna-se um potente elemento tóxico.
O Cd não é considerado um metal essencial, já que não existem funções fisiológicas 
conhecidas (SERAFIN et al., 2012), porém sabe-se que é capaz de interagir com outros 
elementos como o cobre, o ferro e o zinco (MATOVIC et al., 2015) e interferir em vários 
processos celulares como progressão do ciclo celular, proliferação, diferenciação, apoptose, 
replicação e reparo do DNA (BERTIN; AVERBERCK, 2006) e atividade de enzimas 
antioxidantes (JURCZUK et al., 2004). As vias de sinalização envolvidas nestes processos 
podem sofrer interferência do Cd devido a sua similaridade físico-química com íons cálcio 
(CHOONG; LIU; TEMPLETOM, 2014). Segundo a Agência Internacional de Pesquisa sobre 
Câncer (IARC) (2012), esse metal é carcinogênico em humanos e animais, enquanto estudos 
epidemiológicos revelam a associação da exposição humana crônica com um maior risco de 
ocorrência de vários tipos de câncer, como de nasofaringe (PENG et al., 2015), mama (JULIN 
et al., 2012a), próstata (JULIN et al., 2012b) e pulmão (NAWROT et al., 2006).
Estudos que avaliam a concentração de poluentes no sangue materno e no sangue do 
cordão umbilical mostram que o Cd atravessa a barreira placentária e atinge o embrião/feto 
em desenvolvimento (RONCO; ARGUELLO; GRAS, 2005; RUDGE et al., 2009). As 
concentrações de Cd encontradas em sangue materno humano em geral vão de 0,233 a 8,5 
ng/ml, enquanto que no cordão, a concentração mínima foi de 0,2 e a máxima de 7,5 ng/ml 
(WALKER et al., 2006; AL-SALEH et al., 2011; SUN et al., 2014). Além da exposição in 
utero, lactentes são constantemente expostos ao Cd através do leite materno (MOUSSA, 
2011; CARDOSO et al., 2014; OLSZOWSKI et al., 2016).
Além de ser tóxico para organismos adultos, estudos têm demonstrado que o Cd 
afeta o desenvolvimento embrionário, aumentando a mortalidade e causando teratogênese em 
diferentes animais. Em peixes, a exposição a esse metal ocasiona malformações no corpo e no
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coração, além de alterar o ritmo cardíaco (ZHU et al., 2014). Foi demonstrado que em ratos a 
exposição ao Cd durante a organogênese aumenta a ocorrência de anomalias no esqueleto e 
malformações fetais como fenda palatina (SALVATORI et al., 2004). Em camundongos, 
interfere de maneira dose-dependente na expressão de genes de resposta ao estresse 
envolvidos com parada do ciclo celular, danos ao DNA, estresse oxidativo e vias relacionadas 
com apoptose (ROBINSON et al., 2011). Além de se acumular na placenta, o Cd interfere no 
transporte de nutrientes para o feto, prejudicando seu crescimento (KIPPLER et al., 2010).
Trabalhos também evidenciaram os efeitos do Cd em embrião de ave Gallus gallus. 
Thompson e colaboradores (2005) demonstraram, em embriões de Gallus gallus expostos ao 
Cd nos estádios 16 e 17, a relação entre este metal e a ocorrência de defeito na parede do 
corpo e morte celular por apoptose em células dos somitos, placa lateral da mesoderme e tubo 
neural, iniciando após 4 horas de exposição. Posteriormente, Thompson e Bannigan (2007) 
caracterizaram, em embriões expostos ao Cd com 60 horas de incubação, o desenvolvimento 
de um defeito na parede do corpo, semelhante à onfalocele humana, que poderia ocorrer 
devido à alteração na expressão de DNA metiltransferase, enzima responsável pela metilação 
do DNA, envolvida na regulação gênica também durante a embriogênese (DOI et al., 2011). 
Em 2012, Yamamoto e colaboradores avaliaram o efeito da exposição ao Cd através da 
análise de biomarcadores bioquímicos e morfológicos. Nesse estudo, a taxa de sobrevivência 
dos embriões foi reduzida significativamente nos indivíduos do grupo exposto à maior 
concentração (5 pg/ml) quando comparada com o grupo controle. Não houve alteração 
significativa na atividade de enzimas antioxidantes, porém foram observadas alterações 
morfológicas na região cefálica, parede do corpo, coração, tubo neural, notocorda, vesículas 
ópticas e auditivas. Portanto, o Cd é reconhecidamente um agente embriotóxico em diversas 
espécies.
1.2 POLUENTES EMERGENTES
Poluentes emergentes são substâncias que possuem potencial tóxico, porém seus 
efeitos ainda não são bem elucidados (SORENSEN et al., 2015) e por isso muitas vezes ainda 
não estão inclusos em programas de monitoramento ou mesmo regulamentado pelas agências 
de controle ambiental (GLASSMEYER, 2007). Esse conceito engloba compostos recém- 
sintetizados ou mesmo antigos e seus metabólitos. Os compostos antigos são os de uso mais 
frequente e que por isso estão presentes no ambiente há muito tempo, porém sua importância
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toxicológica começou a ser estudada mais recentemente. São classificados também como 
emergentes os compostos ou elementos que já possuem efeitos biológicos conhecidos, porém 
descobertas sobre outros efeitos, ocorrência e destino trazem novos focos de estudo 
(DAUGHTON, 2004). Sendo assim, o ambiente encontra-se contaminado por uma grande 
diversidade de poluentes emergentes onde alguns são liberados há muito tempo enquanto 
outros são encontrados em concentrações muito baixas (BATTAGLIN et al., 2007). Avanços 
nas técnicas de análise química proporcionaram uma maior sensibilidade na detecção desses 
baixos níveis de poluentes emergentes, entretanto, muitos ainda não são detectados 
quimicamente (KÜMMERER, 2011).
Exemplos de poluentes emergentes são os medicamentos, produtos de higiene 
(perfumes, creme dental, shampoo, desodorante), cosméticos, detergentes, desinfetantes, 
surfactantes, retardantes de chamas e nanomateriais (KÜMMERER, 2011). Esses produtos 
têm sido liberados no ambiente desde que começaram a ser produzidos e utilizados, porém 
existe uma recente e crescente preocupação dos pesquisadores quanto à sua presença nos 
ecossistemas hídricos e terrestres. Ou seja, é emergente também o interesse nos efeitos que 
esses compostos podem causar como contaminantes ambientais (GLASSMEYER, 2007).
1.3 COMPOSTOS PERFLUORADOS
Os compostos perfluorados (PFCs) são considerados poluentes organopersistentes 
emergentes, possuem capacidade de bioacumulação e são potencialmente tóxicos aos 
humanos e à biota de modo geral (CALAFAT et al., 2007; AHRENS, 2011; ARVANITI; 
STASINAKIS, 2015). Devido à sua estabilidade térmica e química e sua natureza anfipática, 
têm sido muito utilizados em diversos artigos de aplicação industrial e doméstica, como 
surfactantes, emulsificantes, espumas contra incêndio, inseticidas, embalagens de alimentos, 
produtos para tratamento de superfícies, revestimentos repelentes de água, gordura, sujeira e 
tinta, em tapetes, tecidos, couros e papel (BEGLEY et al., 2008; BUCK et al., 2011; 
DOMINGO, 2012).
As fontes de contaminação ambiental por poluentes dessa classe podem ser direta, 
como consequência da produção, uso e eliminação de produtos que contenham PFCs, ou 
indireta, pela degradação de moléculas de PFCs precursoras (PREVEDOUROS et al., 2006). 
Uma vez no ambiente, esses compostos são transportados por correntes marítimas e 
atmosféricas atingindo mesmo regiões remotas do planeta como o polo Ártico (DREYER et
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al., 2009; AHRENS, 2011; ZHAO et al., 2012). Os PFCs mais encontrados no ambiente são o 
ácido perfluorooctanóico, também conhecido como perfluooctanoato (PFOA) e o 
perfluorooctano sulfonato (PFOS), uma vez que muitos PFCs com cadeias carbônicas maiores 
são degradados gerando o PFOA e PFOS no ambiente (ARVANITI; STASINAKIS, 2015).
1.4 ÁCIDO PERFLUOOCTANÓICO (PFOA)
O PFOA é muito conhecido pelo seu uso na produção do Teflon®, tintura que 
reveste alguns utensílios de cozinha (BETTS, 2007).
A exposição humana ao PFOA ocorre principalmente por via oral, pela ingestão de 
água e alimentos contaminados, mas pode também ocorrer pela via respiratória, através da 
inalação de poeira ou pelo ar em ambientes domésticos (FROMME et al., 2009; MURRAY et 
al., 2010; HEO et al., 2014; SCHWANZ, 2016). Estudos mostram que o PFOA migra 
facilmente das embalagens para os alimentos (BEGLEY et al., 2008; TRIER; GRANBY; 
CHRISTENSEN, 2011; XU; NOONAN; BEGLEY, 2013). Segundo o Departamento de 
Saúde do Governo Australiano (2017), a ingestão diária aceitável de PFOA é de 160 ng/kg de 
peso corporal. Para a água potável, a concentração limite é de 0,56 pg/l de água. Diferente de 
outros poluentes orgânicos com característica lipofílica, o PFOA não se acumula 
principalmente no tecido adiposo, mas se liga a proteínas do sangue e entra na circulação 
enterohep ática, acumulando-se preferencialmente no fígado e no sangue (JOHNSON et al., 
1984; JONES et al., 2003). Em humanos, a meia vida biológica do PFOA é de 
aproximadamente 2,3-3,8 anos (OLSEN et al., 2007; BARTELL et al., 2010).
Em animais, o PFOA é classificado como carcinogênico, causando câncer testicular, 
hepático e pancreático (BIEGEL et al., 2001). Efeitos relacionados à desregulação endócrina e 
imunotoxicidade também já foram descritos (DEWITT et al., 2008; WHITE; FENTON; 
HINES, 2011) e em humanos, a exposição ao PFOA está relacionada com elevados níveis de 
colesterol e ácido úrico (STEENLAND et al., 2010). Os mecanismos associados ao efeito 
tóxico do PFOA ainda não foram completamente esclarecidos, porém um dos mecanismos 
identificados em embrião de ave é a ativação de um receptor nuclear, o PPAR-a (JIANG et 
al., 2012). Esse receptor participa da regulação do metabolismo de lipídeos (POULSEN; 
SIERSB^K; MANDRUP, 2012) e tem efeito neuroprotetor (AVAGLIANO et al., 2016).
Já foi demonstrado que o PFOA é capaz de atravessar a barreira placentária. Estudos 
que avaliaram a concentração desse composto em sangue materno humano e sangue de cordão
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umbilical mostram que a transferência placentária é de aproximadamente 76-86% (MONROY 
et al., 2008; LEE et al., 2013).
A exposição ao PFOA durante o desenvolvimento embrionário é prejudicial em 
diferentes espécies. Em camundongos, atrasa o desenvolvimento, a abertura dos olhos e o 
crescimento dos pelos, reduzindo a sobrevivência e o peso ao nascer e dificultando também o 
ganho de peso pós-natal (WOLF et al., 2007). Em peixes, este composto se acumula em 
oócitos, se ligando a proteínas do vitelo e gerando riscos de efeitos adversos no 
desenvolvimento inicial e na saúde da prole, como alterações no crescimento e o aumento na 
mortalidade (WANG et al., 2011; ULHAQ et al., 2015).
Alguns estudos revelam os efeitos do PFOA em Gallus gallus. Yeung e 
colaboradores (2007) mostraram que a exposição de galinhas ao PFOA, via implantação 
subcutânea de bomba de infusão osmótica, altera a expressão de genes hepáticos relacionados 
ao transporte de elétrons, oxigênio e íons, metabolismo de lipídeos, fosforilação e proteólise. 
Em embriões expostos ao PFOA in ovo foi observada teratogenicidade neurocomportamental 
(PINKAS et al., 2010). Além de neurotóxico, o PFOA é cardiotóxico em embriões de Gallus 
gallus, provocando alterações em vários parâmetros estruturais e funcionais do coração, como 
espessura e volume do ventrículo esquerdo, frequência cardíaca e volume sistólico (JIANG et 
al., 2012).
A Convenção de Estocolmo é um tratado internacional assinado em 2001 que visa 
reduzir ou eliminar a produção, comercialização e uso de substâncias classificadas como 
poluentes organopersistentes. O PFOA ainda não está incluso neste tratado como uma 
substância a ser banida. Em 2006, o EPA firmou um acordo com os maiores produtores 
mundiais de PFOA para que sua produção e de seus precursores fossem reduzida em 95% e 
cessada até 2015. Todas as empresas cumpriram o objetivo do acordo, porém os relatórios das 
oito empresas participantes ainda estão em análise (EPA, 2017). Em abril de 2015, a União 
Europeia apresentou uma proposta de inclusão do PFOA na lista do anexo A da Convenção 
de Estocolmo, juntamente com outros compostos orgânicos que devem ser eliminados. O 
Brasil aprovou a Convenção de Estocolmo por meio do Decreto Legislativo n° 204, de 7 de 
maio de 2004, e publicou o texto da Convenção em 2005, via o Decreto n° 5.472, de 20 de 
junho de 2005 (Ministério do Meio Ambiente, 2015), mas ainda não apresenta normas que 
regulamentam a presença destes compostos no ambiente. No entanto, pelo fato de ser 
altamente persistente, mesmo se banido, suas moléculas estarão presentes e biodisponíveis 
para a biota e populações humanas ainda por muitos anos.
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1.5 MISTURAS DE POLUENTES
De forma geral, os organismos vivos encontram-se expostos no ambiente natural a 
uma mistura complexa de poluentes, representados por uma grande variedade de moléculas e 
substâncias químicas, provenientes de diversas fontes. Sendo assim, o comportamento tóxico 
desses compostos em mistura pode de forma aditiva, sinérgica ou antagônica alterar a 
biodisponibilidade e as relações cinéticas com a célula, interferindo no potencial tóxico do 
poluente, se comparado com a exposição isolada (SOFTELAND et al., 2014). Glinski e 
colaboradores (2016) demonstraram que a exposição de macrófagos peritoneais a misturas de 
nanopartículas e pesticidas organoclorados gera efeitos diferenciados dos observados na 
exposição isolada. Em fitoplâncton marinho foi demonstrado que misturas complexas de 
poluentes são mais tóxicas quando comparadas com a exposição a misturas simples ou aos 
compostos isolados (ECHEVESTE et al., 2016). Por outro lado, misturas binárias de 
trifenilestanho (TPT)/tributilestanho (TBT) e TPT/cobre geram efeitos antagônicos em 
diferentes organismos marinhos (YI; BAO; LEUNG; 2017). Portanto, a avaliação do 
potencial tóxico de misturas de poluentes permite simular de maneira mais realística uma 
exposição ambiental, por fornecer informações sobre as complexas interações entre as 
substâncias e os efeitos na saúde humana e animal. No entanto, este é um dos grandes 
desafios da ecotoxicologia, pois se trata de uma abordagem complexa, de difícil reprodução 
experimental e, por isso, ainda pouco explorada.
1.6 EMBRIOTOXICOLOGIA
O desenvolvimento humano pré-natal pode ser considerado como o período mais 
sensível ao efeito de poluentes ambientais, pois nesse estágio há uma alta taxa de proliferação 
e diferenciação celulares, ao mesmo tempo em que os sistemas de destoxificação ainda não 
estão completamente desenvolvidos. De acordo com Wells e colaboradores (2010), estas 
características tornam o feto mais sensível que os adultos a agentes externos. Essa 
sensibilidade está relacionada a existência de períodos críticos no desenvolvimento, em que os 
embriões/fetos estão mais susceptíveis à morte e ao aparecimento de anomalias congênitas. A 
ação de agentes externos no período até a terceira semana torna o embrião mais susceptível à 
morte, enquanto que nas fases entre a terceira e oitava semanas, correspondentes à 
organogênese, é alto o risco da ocorrência de malformações congênitas (RUTLEDGE, 1997;
14
SADLER, 2016). A placenta provém nutrientes e oxigênio ao embrião/feto em 
desenvolvimento e funciona como uma barreira de proteção, porém muitos xenobióticos, 
como o Cd e o PFOA, conseguem ultrapassar essa barreira (VIZCAINO et al., 2014) em 
níveis capazes de causar efeitos nas fases subsequentes do desenvolvimento do feto, que irão 
se refletir na infância ou mesmo na vida adulta do indivíduo (BOEKELHEIDE et al., 2012). 
Dessa forma, a exposição a contaminantes ambientais in utero é um importante problema de 
saúde pública.
Assim sendo, é relevante estudar os efeitos desses xenobióticos sobre o 
desenvolvimento embrionário de vertebrados, o que possibilita um estudo indireto desses 
efeitos sobre fetos humanos, uma vez que estes são inviabilizados diretamente em embriões 
humanos. O uso de modelos animais passa então a ser uma alternativa para o estudo dos 
efeitos de xenobióticos sobre o desenvolvimento embrionário e os possíveis efeitos tardios da 
exposição nos estágios do ciclo de vida subsequentes.
1.7 EMBRIÃO DE AVE Gallus gallus COMO MODELO PARA A 
EMBRIOTOXICOLOGIA
Historicamente, as aves constituem um modelo que vem sendo bastante utilizado em 
experimentos de laboratório no estudo de embriologia comparada e biologia do 
desenvolvimento (DUPIN; ZILLER; LE DOUARIN, 1997; DAVEY et al., 2007; KANNO; 
ESPREAFICO; YAN, 2014). Várias têm sido as vantagens descritas para o uso deste modelo 
quando comparado com outras espécies, como a facilidade de obtenção, observação, 
manipulação, desenvolvimento curto e independência materna, além de ter seu 
desenvolvimento bem descrito e classificado em estádios (HAMBURGER; HAMILTON, 
1951). Assim como no desenvolvimento humano, o de Gallus gallus também apresenta 
períodos críticos. Segundo Christensen (2001), o primeiro corresponde ao período pré- 
oviposital, com duração de 18 a 20 horas, de intensa proliferação celular, em que diversas 
condições maternas, como temperatura no oviduto e o estado nutricional da mãe, influenciam 
na mortalidade dos embriões. O segundo compreende o tempo de pré-incubação, em que o 
desenvolvimento é estacionado e só é retomado quando o ovo é submetido às condições 
normais de incubação (±38°C). Durante esse tempo, os parâmetros de umidade, ventilação, 
temperatura e o tempo entre a oviposição e a incubação têm influência na viabilidade 
embrionária. Segundo Decuypere e Michels (1992), as condições ideais de estocagem de ovos
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férteis por até 4 dias são em temperaturas entre 19 e 22°C, com a câmara de ar voltada para 
cima. O terceiro, quarto e quinto períodos críticos se passam durante o tempo de incubação. 
Do primeiro ao quarto dias (terceiro período) o embrião se adapta às condições de incubação e 
são retomadas a proliferação e diferenciação celulares. É nesse período que ocorre a 
organogênese, formação inicial dos órgãos (BELLAIRS; OSMOND, 2005), e a sensibilidade 
à temperatura e exposição a agentes tóxicos é alta. O quarto período vai do 5° ao 18° dia e o 
quinto do 19° ao 21° dia.
Além disso, alguns estágios do desenvolvimento do embrião de galinha são 
molecular e morfologicamente semelhantes aos de outros vertebrados, em um período do 
desenvolvimento denominado estágio filotípico, que acontece durante a organogênese (IRIE; 
KURATANI, 2011; HILL, 2017). Essas semelhanças morfológicas são consequência da 
expressão de genes altamente conservados entre as espécies, entre eles os genes da família 
Hox, o que gera um padrão corporal semelhante (SLACK; HOLLAND; GRAHAM, 1993; 
IRIE; KURATANI, 2011). Nesse estágio, todos apresentam características que os tornam 
muito parecidos e exibem especificidades de embriões de cordados como tubo neural, 
somitos, coração ventral e arcos faríngeos (SLACK, 2006). No embrião de Gallus gallus, os 
estádios 16-19 estão inclusos nesse período, correspondendo aproximadamente à 
quarta/quinta semana de gestação humana (SADLER, 2016; HILL, 2017). Devido a essas 
similaridades, o estudo de alterações morfológicas causadas por xenobióticos nesse período 
de desenvolvimento do embrião de G. gallus nos permite inferir o risco de exposição em 
outras espécies de vertebrados, inclusive em humanos. Vários estudos apontam o embrião de 
galinha como um modelo promissor nos estudos de embriotoxicidade, onde alguns 
biomarcadores como os moleculares (THOMPSON et al., 2010; DOI et al., 2011), 
bioquímicos (HADANI; EGYED, 1967; BRUNSTROM, 1992; WANG, Y.-M.; WANG, H.- 
J.; PENG, 2008; YAMAMOTO et al., 2012) e morfológicos (VAN STEENIS; VAN 
LOGTEN, 1971; YAMAMOTO et al., 2012) têm sido empregados.
Os biomarcadores são definidos por Peakall (1994) como "mudanças mensuráveis de 
uma resposta biológica, que pode ser molecular, bioquímica, celular, fisiológica ou 
comportamental, estando esta relacionada aos efeitos tóxicos de exposição a xenobióticos". A 
avaliação destes parâmetros é importante porque permite prever através do determinado efeito 
a relação com danos biológicos ou doença que possa comprometer o indivíduo, a população 
ou mesmo uma comunidade de organismos vivos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 
1987). Esse diagnóstico preditivo é possível porque alterações em níveis inferiores de 
organização biológica funcionam como alertas precoces do aparecimento do efeito de
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respostas mais tardias em níveis mais complexos de organização biológica (BAYNE et al., 
1985 apud VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
1.8 JUSTIFICATIVA
Visto que o Cd e o PFOA são poluentes presentes no ambiente, sendo persistentes, 
bioacumuláveis e capazes de vencer a barreira placentária, a análise de seus efeitos sobre o 
desenvolvimento embrionário deve ser intensificada. Estudos revelam alterações 
morfológicas, imunes, neurais e cardíacas como consequência da exposição pré-natal a esses 
contaminantes, porém existe uma lacuna dos efeitos em períodos mais iniciais do 
desenvolvimento e que permitam um grau de extrapolação entre as espécies. Além disso, já 
foi demonstrada a sua presença em sangue de cordão umbilical, revelando que indivíduos em 
desenvolvimento sofrem uma exposição concomitante a esses poluentes (NEEDHAN et al.,
2011). Porém, não há trabalhos que relacionem a interação desses dois contaminantes e as 
possíveis consequências ao desenvolvimento e à saúde do embrião/feto.
O estudo dos efeitos do Cd sobre o desenvolvimento embrionário já foi explorado em 
trabalhos anteriores em nosso laboratório, porém ainda existem lacunas. O efeito do PFOA 
sobre o desenvolvimento embrionário inicial ainda não foi estudado. Tendo em vista a falta de 
informações sobre a toxicidade do PFOA, as lacunas a respeito da embriotoxicidade do Cd e a 
importância de se conhecer os efeitos de misturas de poluentes, o presente trabalho prevê uma 
comparação entre os efeitos do Cd e PFOA, isoladamente e em mistura, observados nos 




Avaliar o risco de exposição a dois poluentes, cádmio (Cd) e ácido 
perfluorooctanóico (PFOA), de forma isolada e em mistura, no desenvolvimento de embriões 
de Gallus gallus, com 72 horas de incubação.
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
• Utilizar a frequência cardíaca como biomarcador fisiológico frente à exposição ao Cd 
e PFOA;
• Identificar a biodisponibilidade do Cd nos embriões, através de microscopia de 
fluorescência confocal.
• Analisar os efeitos nos embriões da exposição ao Cd e PFOA, através de avaliações 
morfológicas estereoscópicas e de mortalidade;
• Investigar se o Cd e o PFOA causam alterações no crescimento e na morfogênese 
embrionária.
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3. MATERIAL E MÉTODOS
Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná 
(CEUA/BIO - UFPR), sob o certificado de número 974, processo 23075.085222/2015-19.
3.1 MODELO BIOLÓGICO
Os ovos fertilizados de Gallus gallus foram doados pela empresa Seara (JBS), 
situada na região metropolitana de Curitiba. No laboratório, os ovos foram selecionados, os 
que apresentaram rachaduras foram descartados e os demais higienizados com papel toalha 
umedecidos com etanol 70%. Em seguida foram pesados, selecionados (entre 60 e 65 g) e 
identificados de acordo com os grupos experimentais (Tabela 1).
TABELA 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS
Grupos experimentais Ovos
Grupo Controle não injetados
Controle veículo NaCl 0,9%
Grupo Exposto I CdCl2 [Cd]* = 0,5 pg/ml
Grupo Exposto II CdCl2 [Cd]* = 5 pg/ml
Grupo Exposto III CdCl2 [Cd]* = 25 pg/ml
Grupo Exposto IV PFOA 5 ng/ml
Grupo Exposto V PFOA 50 ng/ml
Grupo Exposto VI PFOA 250 ng/ml
Grupo Exposto VII CdCl2 0,5 pg/ml+ PFOA 5 ng/ml
* [Cd] se refere a concentração final de Cd na solução de CdCl2 injetada. FONTE: A autora (2017).
As concentrações de Cd utilizadas foram determinadas a partir de estudos anteriores 
que utilizaram o embrião de galinha como modelo para estudo dos efeitos do Cd, os quais 
mostraram que essas doses podem causar anormalidades no embrião em estádios mais 
avançados (THOMPSON et al., 2005; THOMPSON; BANNIGAN, 2007; THOMPSON et 
al., 2008; YAMAMOTO et al., 2012).
As concentrações de PFOA utilizadas estão baseadas no que foi encontrado no 
sangue do cordão umbilical humano, simulando uma exposição pré-natal e uma comparação 
com os efeitos provocados pelo Cd. Estudos mostram que a concentração média de PFOA no 
cordão umbilical varia de 0,36 a 7,73 ng/ml de sangue (MONROY et al., 2008; ARBUCKLE 
et al., 2013; HANSSEN et al., 2013; LEE et al., 2013; LIEN et al., 2013; WANG et al., 2016).
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A menor concentração de PFOA testada corresponde à média das concentrações encontradas 
no cordão umbilical humano.
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL
Os embriões foram divididos em 9 grupos, como observado na Tabela 1. As soluções 
dos contaminantes utilizadas para a exposição foram preparadas diluindo-se o cloreto de 
cádmio (CdCl2) (Alfa Aesar) e o PFOA (Sigma-Aldrich) em solução de cloreto de sódio 
(NaCl) 0,9% (ADV Farma). Foram utilizados dois grupos controle, um fechado (sem 
manipulação) e um veículo (injetado com NaCl 0,9%), para verificar se a injeção nos ovos 
interferiria nos parâmetros analisados.
Para a coleta dos embriões para as análises da mortalidade, frequência cardíaca, 
morfologia e morfometria foram realizados 8 experimentos com o Cd, 8 com o PFOA e 8 
com a mistura. Cada lote de ovos recebido consistiu em um experimento independente. Em 
cada experimento foram incubados pelo menos 5 ovos em cada grupo experimental, 
totalizando 563 ovos. Primeiramente foram realizados os experimentos com o Cd, utilizando- 
se os controles fechado e veículo. Posteriormente foram realizados os com o PFOA, também 
com os dois controles. Por último, foi utilizada a mistura dos dois contaminantes, somente 
com o controle veículo.
Para a análise da biodisponibilidade do Cd foram realizados 3 experimentos. Em 
cada experimento incubou-se 3 ovos em cada grupo controle (fechado e veículo), 6 em cada 
um dos 3 grupos contaminados com Cd, além de 6 no grupo mistura, totalizando 90 ovos.
A Tabela 2 resume os dados de número de ovos, peso médio dos ovos e dose média 
injetada por grupo experimental. Para a determinação da dose média foi calculada a 
quantidade de contaminante (Cd e PFOA) no volume injetado, dividida pelo peso dos ovos. A 
dose média foi calculada para constatar a quantidade de contaminante injetada por grama de 
ovo, uma vez que o peso variava entre 60 e 65 g.
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TABELA 2 -  RELAÇÃO DOS OVOS UTILIZADOS: NÚMERO, PESO MÉDIO E DOSE MÉDIA DE 
CONTAMINANTE INJETADA POR GRUPO EXPERIMENTAL.
Grupo Número de ovos Peso médio (g) Dose média (g de contaminante/g de ovo)
Montagem total
Controle fechado 89 63,77 (7,21) -
Controle veículo 139 62,57 (2,33) -
Cádmio 0,5 gg/ml 50 62,70 (1,74) 1,79 x 10'16 (6,81 x 10'19)
Cádmio 5 gg/ml 55 62,49 (2,02) 18 x 10'16 (8,06 x 10'18)
Cádmio 25 gg/ml 52 62,22 (1,95) 90 x 10'16 (3,98 x 10-17 )
PFOA 5 ng/ml 42 63,02 (1,73) 1,59 x l0"l3(6 ,l6  x 10'16 )
PFOA 50 ng/ml 42 62,89 (1,65) 17,8 x 10'13 (1,27 x 10'13 )
PFOA 250 ng/ml 47 62,42 (1,55) 80 x 10'13 (2,7 x 10'14 )
Cádmio 0,5 gg/ml + PFOA 5 
ng/ml
47 62,26 (1,51) 1,8 x 10'16 (6 x 10'19) e 1,6 x 10'13 (5,33 x 10'16)
563
Presença do cádmio
Controle fechado 9 59,63 (2.05) -
Controle veículo 9 60,26 (2,52) -
Cádmio 0,5 gg/ml 18 60,49 (1,12) 1,81 x 10'16 (1,75 x 10'18)
Cádmio 5 gg/ml 18 61,44 (1,88) 18 x 10'16 (5,82 x 10'17)
Cádmio 25 gg/ml 18 61,97 (1,33) 90 x 10'16 (2,42 x 10-17 )
Cádmio 0,5 gg/ml + PFOA 5 
ng/ml 18 62,60 (1,60)




FONTE: A autora (2017).
3.3 MÉTODO DE EXPOSIÇÃO
Os embriões foram expostos aos contaminantes no fluxo laminar. Para isso, 
perfurou-se a casca com uma agulha (1,60 x 40 mm) e injetou-se, com seringa e agulha (0,3 x 
8 mm), um volume de 20 pl, de solução salina ou do (s) contaminante (s) diretamente na 
câmara de ar (Figura 1), local que permite melhor dispersão do contaminante no embrião 
(YAMAMOTO et al., 2012).
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FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMÁTICO DO OVO DE Gallus Gallus
I-Jlastciderme 
Casca (em briãú)
A: Indicação de suas partes. FONTE: modificado de WOLPERT et al. (2008). B: Injeção do contaminante na 
câmara de ar. FONTE: A autora (2017).
Após a injeção os ovos foram selados com fita adesiva, posicionados com a câmara 
de ar voltada para cima, dispostos aleatoriamente nas bandejas e incubados por 72 horas em 
incubadora BOD (SL-224, SOLAB Científica) (Figura 2), sob temperatura controlada a 38°C 
(± 0,5°C) e umidade e ventilação constantes. Neste tempo de incubação não houve 
necessidade da viragem dos ovos.
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Após 72 horas de incubação, os ovos foram abertos pelo método da janela (KORN; 
CRAMER, 2007). Inicialmente, 5 minutos antes da abertura, os ovos foram colocados na 
posição horizontal na incubadora, para que o embrião se posicionasse na lateral do ovo 
voltada para cima, possibilitando a sua visualização pela janela. Esse posicionamento do 
embrião é possível devido a ligação existente entre a membrana vitelínica e a calaza, que 
permite que o vitelo gire, mantendo o embrião sempre no topo. Após a retirada dos ovos da 
incubadora, uma fita adesiva foi colada na casca no local onde é feita a abertura. Um pouco 
do albúmen foi retirado (5 ml) (Figura 3A) e com o auxílio de tesoura foi realizada uma 
abertura na casca de aproximadamente 6 cm (Figura 3B) para observação e acesso aos 
embriões. Os embriões foram fotografados in ovo (Figura 3C) e um papel filtro com um 
recorte em retângulo na região central foi encaixado sobre o embrião vivo para mantê-lo 
distendido (Figura 3D) e, posteriormente, imerso na solução fixadora.
FIGURA 3 - COLETA DOS EMBRIÕES PARA ANÁLISE POR MONTAGEM TOTAL
3.4 ABERTURA DOS OVOS
A: Retirada do albúmen. B: Abertura da casca. C: Visualização do embrião in ovo. D: Embrião distendido no 
papel filtro. FONTE: A autora (2017).
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Após a abertura do ovo foi determinada a viabilidade dos embriões (Figura 4). Os 
mortos foram contabilizados para a taxa de mortalidade e descartados e os vivos coletados 
para as demais análises. Os embriões foram considerados vivos se apresentassem batimentos 
cardíacos, coloração rósea, bem como os vasos sanguíneos extraembrionários íntegros (Figura 
4A). Foram considerados mortos os embriões que apresentavam: coloração esbranquiçada, 
ausência de batimentos cardíacos e vasos sanguíneos extraembrionários não íntegros (Figura 
4B); ou disco embrionário mais desenvolvido que no momento da postura, com características 
de que o desenvolvimento foi retomado na incubação, porém foi interrompido antes das 72 
hrs (Figura 4C). Além disso, alguns embriões não foram considerados para a análise de 
mortalidade, pois foram classificados como que não tiveram o desenvolvimento retomado na 
incubação (Figura 4D), sendo impossível determinar se a não retomada foi consequência da 
exposição ao contaminante ou das condições de transporte e armazenamento dos ovos.
3.5 ANÁLISE DA MORTALIDADE
A: Embrião vivo com 72 horas de incubação. B: Embrião morto. C: Embrião morto. D: Embrião que não teve o 
desenvolvimento retomado durante a incubação. E: Embrião. AV: Artéria vitelínica. Área circulada: Embrião 
morto. Bt: Blastoderme. FONTE: A autora (2017).
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3.6 AVALIAÇÃO DA FREQUÊNCIA CARDÍACA
No terceiro dia de incubação o embrião já apresenta batimentos cardíacos. Assim, 
após a abertura do ovo, foi avaliada a frequência cardíaca dos embriões vivos. Foram 
cronometrados 15 segundos e os batimentos contabilizados nesse tempo foram multiplicados 
por 4 para verificar o número de batimentos por minuto.
3.7 BIODISPONIBILIDADE DO CÁDMIO
A observação da presença de Cd nos embriões foi realizada utilizando-se o corante 
fluorescente Leadmium™ Green AM dye (excitação 490nm, emissão 520nm). O corante entra 
na célula e tem seu grupo acetoximetil clivado, gerando a forma carregada do corante, que se 
torna fluorescente na presença de níveis micromolares de Cd (LIFE TECHNOLOGIES, 
2007).
Foram realizados 3 experimentos, sendo que cada lote de ovos recebido consistiu em 
um experimento independente. Por experimento foram incubados 3 ovos em cada grupo 
controle (fechado e veículo), 6 em cada um dos 3 grupos contaminados com Cd e 6 no grupo 
mistura, totalizando 90 ovos. Para a análise foram utilizados, por experimento, 2 embriões 
para o branco, 2 embriões controle (solução salina 0,9%) e 2 embriões de cada grupo exposto 
(Cd 0,5 pg/ml, 5 pg/ml, 25 pg/ml e Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml), totalizando 6 embriões 
por grupo. A solução estoque foi preparada adicionando 50 pl de DMSO ao vial contendo 50 
pg de Leadmium™ Green AM dye. Para a solução de uso foi adicionado 50 pl de solução 
estoque de Leadmium™ Green AM dye e 450 pl de solução salina 0,9%. As soluções foram 
mantidas ao abrigo da luz. Após a injeção, os ovos foram incubados por 66 horas e, então, foi 
realizado o mesmo procedimento para a abertura do ovo descrito no item 3.4, porém com uma 
abertura menor, aproximadamente 2,25 cm2. Após a abertura e visualização do embrião vivo, 
foram adicionados 80 pl de solução de uso do marcador, por gotejamento, diretamente sobre o 
embrião. A abertura foi, então, fechada com fita escura e o ovo incubado por mais 6 horas, ao 
abrigo da luz. Assim, o tempo total de incubação foi 72 horas. Após esse tempo, o embrião foi 
retirado do ovo, lavado em solução salina 0,9% e as membranas extraembrionárias retiradas. 
Após a lavagem, foi realizada a montagem total em lâmina elevada, com glicerol e lamínula. 
A lâmina elevada foi montada no laboratório colando-se tiras de plástico (embalagem de
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sorvete) na lâmina, para permitir que os embriões não fossem achatados e a morfologia fosse 
preservada.
Todos os procedimentos foram realizados com as luzes do laboratório apagadas. As 
imagens foram obtidas no microscópio de varredura a laser confocal, modelo A1SiR+MP 
(Nikon, Tokio, Japão) e analisadas no software NIS - Elements Viewer 4.20.
3.8 ANÁLISE MORFOLÓGICA
Após a abertura dos ovos, verificação da viabilidade embrionária e contabilização da 
frequência cardíaca, os embriões vivos foram coletados para análise morfológica através da 
técnica de montagem total (Figura 5) (ORTOLANI-MACHADO et al., 2012). Primeiramente 
foi gotejada solução fixadora Carnoy (60 % álcool absoluto, 30% clorofórmio e 10% ácido 
acético glacial) para endurecer o material e facilitar a coleta, e com o auxílio de pinça e 
tesoura, o embrião foi retirado do ovo e transferido para um recipiente com PBS, onde foi 
lavado e o excesso de vitelo retirado. Os embriões foram, então, fixados em Carnoy, por 2 
horas, a temperatura ambiente, em placa de Petri fechada. A utilização dessa solução fixadora 
permite uma boa preservação do material e proporciona uma melhor tonalidade de coloração 
para a análise da morfologia (ORTOLANI-MACHADO et al., 2012). Após o tempo de 
fixação, os embriões foram lavados em água destilada e colocados em etanol 70%, onde 
permaneceram por, pelo menos, 8 horas. Após, foram hidratados em água destilada por 10 
minutos e corados com solução corante Carmalúmen de Mayer (Água destilada, Carmin - 
BHD Chemicals, Sulfato de alumínio e amônia - J. T. Baker Chemicals, ácido acético glacial), 
por 48 horas. Esse corante tem boa penetração e permite a coloração de estruturas espessas 
(ZIMMERMANN, 1903). Depois da coloração os embriões foram desidratados em série 
crescente de etanol - 70%, 90% e 95% (10 minutos cada), 100% I e 100% II (15 minutos 
cada) - e diafanizados com dois banhos de xilol (10 minutos cada). Para a realização da 
montagem em lâmina, o papel filtro foi retirado e os embriões foram cobertos com a resina 
Entellan® e lamínula. A lâmina utilizada foi elevada, colando-se tiras de plástico não sensível 
ao xilol (embalagem de sorvete) na lâmina, para permitir que os embriões não fossem 
achatados e a morfologia fosse preservada. A análise da morfologia embrionária foi realizada 
em microscópio estereoscópico (Tecnival, SQF-F), de acordo com os estádios descritos por 
Hamburger e Hamilton (1951) (Figura 6; Tabela 3). Foram observados principalmente os 
aspectos morfológicos das vesículas encefálicas, membros, vesículas ópticas e auditivas, tubo
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neural e curvatura do corpo. Essas estruturas foram selecionadas devido a facilidade de sua 
identificação nas lâminas de montagem total com a coloração utilizada. As malformações 
foram classificadas em: curvatura, tubo neural aberto, região encefálica, região caudal, parede 
do corpo aberta e intensas malformações. Os embriões com intensas malformações foram 
aqueles que não apresentaram um padrão de organização corporal normal, sendo impossível 
determinar a maioria das estruturas e o estádio embrionário. Além disso, os embriões 
contabilizados na classificação de intensas malformações foram classificados também nas 
malformações específicas.
FIGURA 5 - LÂMINAS DE MONTAGEM TOTAL DE EMBRIÕES DE Gallus gallus
FONTE: A autora (2017).
FIGURA 6 - EMBRIÕES DE G. gallus em diferentes estádios de desenvolvimento
A
A: Estádio 16 (51-56 hrs). B: Estádio 17 (52-64 hrs). C: Estádio 18 (65-60 hrs). D: Estádio 19 (68-72 hrs). 
FONTE: HAMBURGER; HAMILTON (1951).
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Estádios
TABELA 3 - CARACTERÍSTICAS DOS ESTÁDIOS EMBRIONÁRIOS 16 AO 19
Características
• Prega lateral do corpo se estende até os somitos 17-20.
16 • Todas as flexuras se apresentam mais acentuadas que em estádios anteriores.
• Rotação se estende até os somitos 14-15.
• Broto da cauda curto, em cone ereto.
• Prega lateral do corpo se estende ao redor de toda a circunferência do corpo.
• Os brotos dos membros se elevam da blastoderme pelo dobramento das pregas do corpo.
• Flexura cranial semelhante ao estádio 16.
17 • Flexura cervical mais inclinada que nos estádios anteriores.
• Rotação se estende até os somitos 17-18.
• Broto da cauda se inclina ventralmente.
• Alantóide ainda não está formado.
• Somitos se estendem além dos brotos das pernas.
18 • Brotos das pernas levemente maiores que o broto das asas.
• Na flexura cervical, o eixo da medula forma aproximadamente um ângulo reto com o eixo do tronco posterior.
• Broto da cauda se inclina para a direita.
• Somitos se estendem até a cauda.
• Brotos dos membros simétricos.
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• Broto da cauda curvado, com a extremidade apontando para frente.
• Na flexura cervical, o eixo da medula forma um ângulo agudo com o eixo do tronco posterior.
• A flexura do tronco praticamente ou inteiramente desaparece devido a rotação do corpo inteiro.
• Olhos não pigmentados.
FONTE: HAMBURGER; HAMILTON (1951).
3.9 ANÁLISE MORFOMÉTRICA
A análise morfométrica foi realizada a partir da foto documentação das lâminas de 
montagem total utilizada na análise morfológica. As mensurações foram realizadas no 
software Image-Pro Plus (MediaCybernetics), a partir de imagens capturadas em câmera Sony 
Cyber-shot DSC-W55 acoplada ao estereomicroscópio (Tecnival, SQF-F).
Com a finalidade de avaliar mais detalhadamente a morfologia dos embriões e 
verificar se os contaminantes interferiram no crescimento de estruturas embrionárias, foram 
estabelecidas algumas medidas com base na literatura (1-4) (DEY; MUKHERJEE; 
IYENGAR, 1999; KOBUS, 2007), porém adaptadas aos estádios embrionários utilizados. 
Além disso, foram estabelecidos dois parâmetros não relatados na literatura, em colaboração 
com o Laboratório de Estudos Morfométricos e Estereológicos do Departamento de Anatomia 
da UFPR (5 e 6). As medidas estabelecidas (Figura 7) foram:
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1. Comprimento do corpo (DEY; MUKHERJEE; IYENGAR, 1999).
2. Distância anteroposterior da base do mesencéfalo (KOBUS, 2007).
3. Altura no mesencéfalo, medida perpendicular à anterior (KOBUS, 2007).
4. Índice de orientação da cabeça: razão entre a distância da cabeça ao coração e 
da vesícula óptica ao coração (DEY; MUKHERJEE; IYENGAR, 1999).
5. Distância anteroposterior entre o prosencéfalo e o metencéfalo.
6. Área total do embrião.
A área total do embrião foi calculada pelo software Image-Pro Plus 
(MediaCybernetics), após a marcação manual do contorno do embrião.
As comparações entre as medidas foram realizadas entre embriões no mesmo estádio 
de desenvolvimento uma vez que cada estádio apresenta uma morfologia característica.
Foram analisados somente os embriões que apresentaram um padrão de organização 
corporal normal, nos quais foi possível determinar com precisão os pontos das estruturas 
necessários para a análise. Os embriões com malformações, severas ou não, que 
impossibilitaram a delimitação precisa das estruturas base para as medições e/ou a 
determinação do estádio embrionário, foram descartados dessa análise.
FIGURA 7 - DESENHO ESQUEMÁTICO DAS MEDIDAS ESTABELECIDAS PARA AVALIAÇÃO 
MORFOMÉTRICA DOS EMBRIÕES
A.
1. Comprimento do corpo (AC)
2. Distância anteroposterior da base do 
mesencéfalo 8
3. Altura no mesencéfalo
4. índice de orientação da cabeça (AB/DB)
5. Distância anteroposterior entre o 
prosencéfalo e metencéfalo
6. Área total do embrião (área colorida)
C
Embrião no estádio 18. FONTE: modificado de BELLAIRS, OSMOND (2005). AB: distância da cabeça ao 
coração. DB: distância da vesícula óptica ao coração. AM: âmnio.
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Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 6.0.
Os dados de mortalidade, morfologia e frequência cardíaca foram submetidos ao 
teste de normalidade D'agostino-Pearson. Os dados morfométricos foram submetidos ao teste 
de D'agostino-Pearson ou Kolmogorov-Smirnov, dependendo do "n" amostral obtido.
Posteriormente aos testes de normalidade foram utilizados:
a) Para dados com distribuição normal: Teste t e ANOVA de uma via, com pós-teste de 
Dunnett e Tukey, quando aplicáveis;
b) Para dados que não apresentaram distribuição normal: teste de Mann Whitney, teste de 
Kruskall-Wallis, seguido de teste de Dunn, quando aplicável.
Os dados de malformações de sistema nervoso e estadiamento dos embriões foram 












A mortalidade dos embriões não foi afetada pela manipulação dos ovos (injeção), 
visto que não houve diferença estatística significativa entre o grupo controle fechado e 
controle veículo, cujas taxas de mortalidade foram de 23,8% e 26%, respectivamente. Nos 
grupos expostos I (Cd 0,5 pg/ml), II (Cd 5 pg/ml) e III (Cd 25 pg/ml) a mortalidade dos 
embriões foi de 27,2%, 26,2% e 53,6%, sendo estatisticamente maior que no grupo veículo 
somente na maior concentração. Nos grupos expostos IV (PFOA 5 ng/ml), V (PFOA 50 
ng/ml) e VI (PFOA 250 ng/ml) a porcentagem de embriões mortos no momento da abertura 
do ovo foi de 22,9%, 30,3% e 43,5%. Não houve diferença estatística entre os grupos 
expostos ao PFOA e o grupo veículo. No grupo exposto à mistura de Cd e PFOA a taxa de 
mortalidade dos embriões foi de 44,1%, maior, porém não estatisticamente diferente do 
veículo. Além disso, não houve diferença estatística entre os grupos expostos. A taxa de 
mortalidade por grupo experimental está resumida na figura 8.









Cd 0,5 ug/ml (Grupo I)
Cd 5 ug/ml (Grupo II)
Cd 25 ug/ml (Grupo III)
PFOA 5 ng/ml (Grupo IV)
PFOA 50 ng/ml (Grupo V)
PFOA 250 ng/ml (Grupo VI)
Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml (Grupo VII)0
*Resultado significativamente diferente do veículo (p<0,05). Média e erro padrão. Controle n=88. Veículo n = 
129. Cd 0,5 pg/ml n = 47. Cd 5 pg/ml n = 47. Cd 25 pg/ml n = 47. PFOA 5 ng/ml n = 40. PFOA 50 ng/ml n = 
42. PFOA 250 ng/ml n = 45. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 45. FONTE: A autora (2017).
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4.2 AVALIAÇÃO DA FREQUÊNCIA CARDÍACA
Não houve alteração significativa na frequência cardíaca entre os grupos controle 
fechado e veículo, revelando que a manipulação dos ovos também não interfere na frequência 
cardíaca. Também não houve alteração significativa na frequência cardíaca dos embriões em 
nenhum dos grupos expostos (Figura 9). Nos embriões controle a média de batimentos 
cardíacos por minuto foi de 153 no fechado e 149 no veículo. Os embriões expostos ao Cd 
apresentaram frequência cardíaca média de 144, 150 e 148 bpm nos grupos expostos I, II e III, 
respectivamente. Já nos grupos IV, V e VI, a média da frequência cardíaca foi de 154, 155 e 
147. No grupo exposto à mistura a média da frequência foi de 156 bpm. Não houve diferença 
estatística entre os grupos expostos.









□  Cd 0,5 ug/ml (Grupo I)
□  Cd 5 ug/ml (Grupo II)
□  Cd 25 ug/ml (Grupo III)
□  PFOA 5 ng/ml (Grupo IV)
□  PFOA 50 ng/ml (Grupo V)
□  PFOA 250 ng/ml (Grupo VI)
H  Cd 0,5pg/ml+ PFOA 5ng/ml (Grupo VII)0
(p<0,05). Média e erro padrão. Controle n = 64. Veículo n = 93. Cd 0,5 pg/ml n = 38. Cd 5 pg/ml n = 41. Cd 25 
pg/ml n = 27. PFOA 5 ng/ml n = 33. PFOA 50 ng/ml n = 33. PFOA 250 ng/ml n = 27. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 
ng/ml n = 31. FONTE: A autora (2017).
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4.3 BIODISPONIBILIDADE DO CÁDMIO
Utilizando o marcador fluorescente Leadmium™ Green AM dye foi possível 
verificar que o metal está atingindo o embrião devido a ausência de fluorescência no embrião 
controle (Figura 10 A) e sua presença nas amostras contaminadas com o Cd (Figura 10 B-D). 
Além disso, pode-se observar que há uma concentração de fluorescência principalmente na 
região do tubo neural e somitos (Figura 10 C e D).














A: Embrião controle, sem Cd. B-D: Embriões marcados com LeadmiumTM Green AM dye (excitação 490nm, 
emissão 520nm). B e C: Embrião grupo exposto I (Cd 0,5 pg/ml). D: Embrião grupo exposto II (Cd 5 pg/ml). 
Barra = 100 pm. FONTE: A autora (2017).
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4.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA
A análise morfológica foi realizada de acordo com as características descritas por 
Hamburger e Hamilton (1951), observando-se principalmente os aspectos morfológicos das 
vesículas encefálicas, membros, vesículas ópticas e auditivas, tubo neural e curvatura do 
corpo.
Da mesma forma que a taxa de mortalidade, a ocorrência de malformações não 
variou de maneira estatisticamente significativa entre os grupos controle, mostrando que a 
manipulação dos ovos também não interfere no surgimento de alterações morfológicas. A taxa 
de malformações foi de 12% no controle fechado e 24% no veículo.
A ocorrência de alterações morfológicas variou entre os grupos expostos, sendo 
estatisticamente significativa nos grupos expostos a maior concentração de Cd, ao PFOA nas 
três concentrações e nos embriões expostos à mistura, quando comparados com o veículo. 
Nos grupos expostos ao Cd a porcentagem de embriões alterados morfologicamente foi de 
40,3% no grupo exposto I (Cd 0,5 pg/ml), 47,2% no grupo exposto II (Cd 5 pg/ml) e 64,1% 
no grupo exposto III (Cd 25 pg/ml). A taxa de malformações nos grupos expostos com o 
PFOA foi de 51,25% no grupo exposto IV (PFOA 5 ng/ml), 52% no grupo exposto V (PFOA 
50 ng/ml) e 67,5% no grupo exposto VI (PFOA 250 ng/ml). No grupo exposto à mistura a 
ocorrência de malformações foi de 68,1%. Não houve diferença estatística entre os grupos 
expostos, como observada na figura 11.
As alterações morfológicas encontradas foram malformações na curvatura do corpo, 
região encefálica, do tronco e caudal, falha no fechamento do tudo neural na região entre o 
broto das asas e das pernas e defeito na parede do corpo (Tabela 4). Dentre as malformações 
na região encefálica estão as alterações no formato e tamanho das vesículas encefálicas 
(prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo), bem como a ausência dessas estruturas. Já na 
região caudal foram encurtamento e curvatura anormal. Houve também a ocorrência de 
embriões com intensas malformações por todo o corpo, nos quais não foi possível identificar 
a maioria das estruturas ou determinar o estádio embrionário.
As malformações observadas nos embriões frente à exposição aos contaminantes 
foram as mesmas em todos os grupos expostos (Figura 12-18), com variações na frequência 
(Tabela 4). Dentre as malformações encontradas que tiveram aumento significativo na 
incidência nos grupos expostos ao PFOA e a mistura, em relação ao controle, podemos citar 
as alterações na curvatura, região encefálica e caudal e tubo neural aberto.
S4
Uma análise adicional foi feita considerando as alterações encefálicas e de tubo 
neural aberto como malformações de sistema nervoso. Dessa forma, foi observado aumento 
significativo na incidência desse tipo de malformação em todos os grupos expostos (Tabela
5).
A análise morfológica do coração, através da montagem total, revelou alterações 
visíveis em apenas 1 dos 377 indivíduos analisados, no grupo exposto ao Cd 5 pg/ml. Porém, 
em muitos embriões não foi possível visualizar e analisar o coração devido à posição do 
embrião como consequência de outras malformações.












Cd 0,5 ug/ml (Grupo I)
Cd 5 ug/ml (Grupo II)
Cd 25 ug/ml (Grupo III)
PFOA 5 ng/ml (Grupo IV)
PFOA 50 ng/ml (Grupo V)
PFOA 250 ng/ml (Grupo VI)
Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml (Grupo VII)
*Resultado significativamente diferente do veículo (p<0,05). **Resultado significativamente diferente do veículo (p < 
0,01). Média e erro padrão. Controle n = 64. Veículo n = 93. Cd 0,5 pg/ml n = 38. Cd 5 pg/ml n = 32. Cd 25 pg/ml n = 
27. PFOA 5 ng/ml n = 33. PFOA 50 ng/ml n = 33. PFOA 250 ng/ml n = 26. Cd 5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 31. 
FONTE: A autora (2017).
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CF 64 23% 12% 0% 2.6% 0% 0% 1% 2%
CV 93 26% 24% 9% 2% 9% 10% 1% 5%
Cd 0,5 pg/ml 38 212% 40,3% 22.9% 1 2 % 21% 22.9% 14.5% 14.3%
Cd 5 pg/ml 32 262% 4722% 21% 20,8% 25% 25% 23.9% 24,2%
Cd 25 pg/ml 27 53,6%* 64,1%* 25,1"., 25% 31.6% 14.3% 14,7% 22.5%
PFOA 5 ng/ml 33 22.9% 51,2%* 302% 23,9% 36.1% 27,4% 13.5% 17.6%
PFOA 50 ng/ml 33 30,3% 52%* 34,3% 32.9% 18.7% 44,7%* 6,4% 11.3%
PFOA 250 ng/ml 26 43.5% 67,5%* 45,8%* 54,5%** 48,9%* 19.1% 39,2%* 27.5%
Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml 31 44.1% 68,1%** 53%* 40,2%** 49,7%* 39,7%* 17% 25%
CF = controle fechado, CV = controle veículo. *Resultado significativamente diferente do veículo (p<0,05). “ Resultado significativamente diferente do veículo (p<0,01). FONTE: A autora 
(2017).
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TABELA 5 - INCIDÊNCIA DE MALFORMAÇÕES DE SISTEMA NERVOSO, POR GRUPO EXPERIMENTAL
Grupo Malformações de sistema nervoso
CF 6%
CV 16%
Cd 0,S pg/ml 34%*
Cd S pg/ml 34%*
Cd 2S pg/ml 40%**
PFOA S ng/ml 39%*
PFOA S0 ng/ml 42%*
PFOA 2S0 ng/ml 50%**
Cd 0,S pg/ml + PFOA S ng/ml 58%**
Teste Exato de Fisher. *Resultado significativamente diferente do veículo (p<0,05).**Resultado significativamente diferente 
do veículo (p<0,01). FONTE: A autora (2017).
Os estádios embrionários encontrados foram os 16, 17, 18 e 19, correspondentes ao 
tempo de incubação entre 51 e 72 horas, segundo a descrição de Hamburger e Hamilton 
(1951). A Tabela 6 mostra a porcentagem de embriões em cada um dos estádios embrionários 
encontrados. Considerando as características morfológicas não foi observado atraso no 
desenvolvimento dos embriões expostos ao Cd e PFOA, em relação ao controle.
TABELA 6 - ESTÁDIOS EMBRIONÁRIOS OBTIDOS POR GRUPO EXPERIMENTAL
Grupo
Estádio
16 17 18 19
CF 13% 50% 32% 5%
CF 21% 51% 22% 6%
Cd 0,S pg/ml 14% 48% 31% 7%
Cd S pg/ml 27% 41% 23% 9%
Cd 2S pg/ml 21% 37% 32% 10%
PFOA S ng/ml 23% 50% 23% 4%
PFOA S0 ng/ml 20% 60% 17% 3%
PFOA 2S0 ng/ml 25% 56% 13% 6%
Cd 0,S pg/ml + PFOA S ng/ml 21% 37% 32% 10%
Teste Exato de Fisher (p<0,05). FONTE: A autora (2017).
Como pode ser observado na Tabela 5, houve uma grande diferença no número de 
embriões nos grupos controle fechado, veículo e expostos. Essa diferença ocorreu porque os 
experimentos foram realizados separadamente. Primeiro realizou-se a exposição ao Cd, 
posteriormente ao PFOA e por último à mistura. Foram utilizados embriões sem injeção
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somente nos experimentos de exposição ao Cd e ao PFOA. Como foi constatada a ausência de 
diferença significativa entre os grupos controle nos parâmetros analisados, o grupo controle 
fechado foi excluído dos experimentos com exposição à mistura, reduzindo o número de ovos 
utilizados.
FIGURA 12 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO I (Cd 0,5 pg/ml)
A e B: Embriões controle, estádio 16 e 17, respectivamente. C-I: Embriões grupo exposto I. C, F, G e H: 
Malformações na região encefálica (cabeça de seta). D: Falha no fechamento do tubo neural (área circulada). E e 
G: Falha no fechamento da parede do corpo (setas). F: Região caudal malformada (seta). F-H: Alterações na 
curvatura do corpo (}). I: Embrião com intensas malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, RT: 
região do tronco, RC: região caudal, OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, OP: vesícula óptica, T: telencéfalo, C: 
coração, BA: broto da asa, PC: parede do corpo, BP: broto da perna, BC: broto da cauda, S: somito, TN: tubo 
neural. Barra = 1mm. FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 13 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO II (Cd 5 pg/ml)
A e B: Embriões controle, estádio 17 e 18, respectivamente. C-F: Embriões grupo exposto II. C e D: Falha no 
fechamento do tubo neural (área circulada) D: Região caudal malformada (seta). E: Malformações nas regiões 
encefálica (seta), caudal (*) e do tronco (}) e no coração (cabeça de seta). F: Embrião com intensas 
malformações por todo o corpo. RC: região caudal, OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, D: diencéfalo, MT: 
metencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula óptica, C: coração, BA: broto da asa, PC: parede do corpo, BP: broto 
da perna, BC: broto da cauda, A: alantóide, S: somito, TN: tubo neural. Barra = 1mm. FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 14 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO III (Cd 25 pg/ml)
A-C: Embriões controle, estádio 16, 17 e 18, respectivamente. D-J: Embriões grupo exposto III. D: Falha no 
fechamento do tubo neural (área circulada). D-H: Parede do corpo aberta (setas). E, G-I: Malformações na região 
encefálica (cabeça de seta). I: Malformações na região caudal (*), do tronco e curvatura do corpo (}). J: Embrião 
com extensas malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, RT: região do tronco, RC: região caudal, 
OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, D: diencéfalo, MT: metencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula óptica, C: 
coração, BA: broto da asa, PC: parede do corpo, BP: broto da perna, BC: broto da cauda, A: alantóide, S: somito, 
TN: tubo neural. Barra = 1mm. FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 15 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO IV (PFOA 5 ng/ml)
A e B: Embriões controle, estádios 16 e 17, respectivamente. C-K: Embriões grupo exposto IV. C, E, G-I: 
Malformações na região encefálica (cabeça de seta). D: Parede do corpo aberta (seta). E-G: Malformações na 
região do tronco, caudal e curvatura do corpo (}). C e H: Malformações no tubo neural (área circulada). J  e K: 
Embriões com intensas malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, R T : região do tronco, RC: região 
caudal, OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, D: diencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula óptica, C: coração, BA: 
broto da asa, PC: parede do corpo, BP: broto da perna, BC: broto da cauda, S: somito, TN: tubo neural. Barra = 
1mm. FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 16 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO V (PFOA 50 ng/ml)
A e B: Embriões controle, estádios 16 e 17, respectivamente. C-I: Embriões grupo exposto V. C e F: Parede do 
corpo aberta (setas). D, G e H: Malformações na região do tronco, caudal e curvatura (}). E e H: Falha no 
fechamento do tubo neural (área circulada). F: Malformação na região encefálica (cabeça de seta). I: Embrião 
com intensas malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, RT: região do tronco, RC: região caudal, 
OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, D: diencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula óptica, C: coração, BA: broto da 
asa, PC: parede do corpo, BP: broto da perna, BC: broto da cauda, S: somito, TN: tubo neural. Barra = 1mm. 
FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 17 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO VI (PFOA 250 ng/ml)
A e B: Embriões controle, estádios 16 e 17, respectivamente. C-K: Embriões grupo exposto V. C, E, G-I: 
Malformação na região encefálica (cabeça de seta). D, G e I: Parede do corpo aberta (setas). F-I: Falha no 
fechamento do tubo neural (área circulada). F: Malformações na região do tronco e caudal (}). G-I: Curvatura 
anormal. J e K: Embriões com intensas malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, RT: região do 
tronco, RC: região caudal, OT: vesícula ótica, M: mesencéfalo, D: diencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula 
óptica, C: coração, BA: broto da asa, PC: parede do corpo, BP: broto da perna, BC: broto da cauda, S: somito, 
TN: tubo neural. Barra = 1mm. FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 18 - EMBRIÕES CONTROLE E GRUPO EXPOSTO VII (Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml)
A e B: Embriões controle, estádios 16 e 17, respectivamente. C-I: Embriões expostos à mistura. C e F: Falha no 
fechamento do tubo neural (área circulada). C, D e F: Falha no fechamento da parede do corpo (setas). C, D, E e 
G: Malformações na região encefálica (ponta de seta). G: Curvatura anormal (}). H e I: Embriões com intensas 
malformações por todo o corpo. RE: região encefálica, RT: região do tronco, RC: região caudal, OT: vesícula 
ótica, M: mesencéfalo, T: telencéfalo, OP: vesícula óptica, C: coração, BA: broto da asa, PC: parede do corpo, 
BP: broto da perna, BC: broto da cauda, S: somito, TN: tubo neural. Barra = 1mm. FONTE: A autora (2017)
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A análise morfométrica foi realizada avaliando-se os parâmetros de: comprimento do 
corpo, distância anteroposterior da base do mesencéfalo, altura no mesencéfalo, distância 
anteroposterior entre o prosencéfalo e o metencéfalo, índice de orientação da cabeça e área 
total do embrião. As comparações entre as medidas foram realizadas entre embriões no 
mesmo estádio de desenvolvimento, uma vez que cada estádio apresenta uma característica 
morfológica específica.
Somente os dados obtidos dos embriões no estádio 17 possibilitaram a realização da 
análise estatística de todos os grupos experimentais. Nos estádios 16 e 18 somente em alguns 
grupos foi obtido o "n" amostral (n > 5) necessário para analisar estatisticamente os dados 
(Tabela 5). Os resultados obtidos com os embriões no estádio 19 não foram demonstrados, 
pois a maioria dos grupos apresentou no máximo 3 embriões nesse estádio. Além disso, 
muitos embriões apresentaram malformações, severas ou não, que impossibilitaram a 
delimitação precisa das estruturas para a realização da análise morfométrica e determinação 
do estádio embrionário para a realização das comparações. Dos 220 embriões expostos 
obtidos, 65 não puderam ser analisados (30%).
Não houve diferença significativa entre os grupos controle e controle veículo, 
mostrando que a manipulação dos ovos não interfere nos parâmetros morfométricos 
analisados.
Houve variação nos parâmetros morfométricos analisados, porém as alterações não 
foram estatisticamente significativas em relação ao grupo controle (Figuras 19-24).
4.5 ANÁLISE MORFOMÉTRICA
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Estádio 16 Estádio 17 Estádio 18
Controle S  Controle veículo □  Cd 0,5 |jg/ml □  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml 
O  PFOA 5 ng/ml □  PFOA 50 ng/ml ■  PFOA 250 ng/ml ■  Cd 0,5 |jg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 16. Veículo n = 8. Cd 0,5 pg/ml n = 3. Cd 5 pg/ml n = 4. Cd 25 pg/ml n = 2. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 5. PFOA 250 ng/ml n = 4. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. B: Estádio 17. Controle n = 20. Veículo n = 22. Cd 0,5 pg/ml n = 12. Cd 5 pg/ml n = 10. Cd 25 pg/ml n = 
10. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 17. PFOA 250 ng/ml n = 12. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 8. C: Estádio 18. Controle n = 12. Veículo n = 15. Cd 0,5 
pg/ml n = 8. Cd 5 pg/ml n = 3. Cd 25 pg/ml n = 6. PFOA 5 ng/ml n = 5. PFOA 50 ng/ml n = 2. PFOA 250 ng/ml n = 1. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. FONTE: A 
autora (2017).
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Estádio 16 Estádio 17 Estádio 18
Controle S  Controle veículo C 3  Cd 0,5 |jg/ml □  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml 
I— I PFOA 5 ng/ml PFOA 50 ng/ml ■ ) PFOA 250 ng/ml ■  Cd 0,5 |jg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 13. Veículo n = 8. Cd 0,5 pg/ml n = 3. Cd 5 pg/ml n = 5. Cd 25 pg/ml n = 3. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 5. PFOA 250 ng/ml n = 4. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 4. B: Estádio 17. Controle n = 21. Veículo n = 23. Cd 0,5 pg/ml n = 13. Cd 5 pg/ml n = 11. Cd 25 pg/ml n = 
10. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 17. PFOA 250 ng/ml n = 12. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 9. C: Estádio 18. Controle n = 11. Veículo n = 12. Cd 0,5 
pg/ml n = 9. Cd 5 pg/ml n = 3. Cd 25 pg/ml n = 6. PFOA 5 ng/ml n = 5. PFOA 50 ng/ml n = 2. PFOA 250 ng/ml n = 1. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. FONTE: A 
autora (2017).
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FIGURA 21 - ALTURA DO MESENCÉFALO (MM), POR ESTÁDIO EMBRIONÁRIO, POR GRUPO
E E
Estádio 16 Estádio 17 Estádio 18
Controle S  Controle veículo □  Cd 0,5 |jg/ml □  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml 
O  PFOA 5 ng/ml □  PFOA 50 ng/ml M  PFOA 250 ng/ml ■  Cd 0,5 |jg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 13. Veículo n = 8. Cd 0,5 pg/ml n = 3. Cd 5 pg/ml n = 5. Cd 25 pg/ml n = 3. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 5. PFOA 250 ng/ml n = 4. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 4. B: Estádio 17. Controle n = 20. Veículo n = 23. Cd 0,5 pg/ml n = 13. Cd 5 pg/ml n = 11. Cd 25 pg/ml n = 
10. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 17. PFOA 250 ng/ml n = 12. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 9. C: Estádio 18. Controle n = 11. Veículo n = 11. Cd 0,5 
pg/ml n = 9. Cd 5 pg/ml n = 3. Cd 25 pg/ml n = 6. PFOA 5 ng/ml n = 5. PFOA 50 ng/ml n = 2. PFOA 250 ng/ml n = 1. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. FONTE: A 
autora (2017).
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Controle S  Controle veículo □  Cd 0,5 |jg/ml □  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml 
O  PFOA 5 ng/ml □  PFOA 50 ng/ml H  PFOA 250 ng/ml ■  Cd 0,5 |jg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 13. Veículo n = 8. Cd 0,5 pg/ml n = 3. Cd 5 pg/ml n = 4. Cd 25 pg/ml n = 3. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 5. PFOA 250 ng/ml n = 4. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. B: Estádio 17. Controle n = 21. Veículo n = 22. Cd 0,5 pg/ml n = 12. Cd 5 pg/ml n = 9. Cd 25 pg/ml n = 
10. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 17. PFOA 250 ng/ml n = 12. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 8. C: Estádio 18. Controle n = 12. Veículo n = 12. Cd 0,5 
pg/ml n = 8. Cd 5 pg/ml n = 3. Cd 25 pg/ml n = 6. PFOA 5 ng/ml n = 5. PFOA 50 ng/ml n = 4. PFOA 250 ng/ml n = 3. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 3. FONTE: A 
autora (2017).
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FIGURA 23 - DISTÂNCIA ANTEROPOSTERIOR ENTRE O PROSENCÉFALO E METENCÁFALO (MM), POR ESTÁDIO EMBRIONÁRIO, POR GRUPO
Estádio 16
Controle
O  PFOA 5 ng/ml
Estádio 17








□  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml
PFOA 50 ng/ml PFOA 250 ng/ml Cd 0,5 |jg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 13. Veículo n = 8. Cd 0,5 pg/ml n = 3. Cd 5 pg/ml n = 5. Cd 25 pg/ml n = 3. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 5. PFOA 250 ng/ml n = 4. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 4. B: Estádio 17. Controle n = 21. Veículo n = 23. Cd 0,5 pg/ml n = 13. Cd 5 pg/ml n = 10. Cd 25 pg/ml n = 
10. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 17. PFOA 250 ng/ml n = 12. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 9. C: Estádio 18. Controle n = 11. Veículo n = 12. Cd 0,5 




FIGURA 24 - ÁREA TOTAL DO EMBRIÃO (MM2), POR ESTÁDIO EMBRIONÁRIO, POR GRUPO
Estádio 16 Estádio 17 Estádio 18
Controle S  Controle veículo □  Cd 0,5 |jg/ml □  Cd 5 |jg/ml □  Cd 25 |jg/ml 
O  PFOA 5 ng/ml □  PFOA 50 ng/ml M  PFOA 250 ng/ml ■  Cd 0,5 jjg/m + PFOA 5 ng/ml
(p<0,05). Média e erro padrão. A: Estádio 16. Controle n = 8. Veículo n = 13. Cd 0,5 pg/inl n = 3. Cd 5 pg/inl n = 3. Cd 25 pg/inl n = 4. PFOA 5 ng/ml n = 6. PFOA 50 ng/ml 
n = 7. PFOA 250 ng/ml n = 2. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 2. B: Estádio 17. Controle n = 23. Veículo n = 22. Cd 0,5 pg/ml n = 12. Cd 5 pg/ml n = 6. Cd 25 pg/ml n = 
7. PFOA 5 ng/ml n = 14. PFOA 50 ng/ml n = 10. PFOA 250 ng/ml n = 10. Cd 0,5 pg/ml + PFOA 5 ng/ml n = 9. C: Estádio 18. Controle n = 14. Veículo n = 13. Cd 0,5 pg/ml 




Os resultados deste estudo mostram que ambos os xenobióticos testados são 
potencialmente tóxicos para o desenvolvimento normal dos embriões de Gallus gallus. O 
desenvolvimento embrionário e fetal apresenta períodos críticos em que o indivíduo é mais 
sensível à ação de fatores externos potencialmente teratogênicos, já que nesses períodos há 
altas taxas de proliferação e diferenciação celulares que, quando perturbadas, podem gerar 
anomalias e até a morte do embrião. O período de desenvolvimento em que há a interferência 
de um agente teratogênico pode determinar qual região ou órgão do embrião estará mais 
propenso ao aparecimento de anomalias (SCHÜLER-FACCINI, 2011). No caso do presente 
estudo o tecido nervoso parece ser um tecido alvo importante para os dois contaminantes. Em 
humanos, a ação de agentes externos durante o período entre a fertilização e a terceira semana 
de gestação pode levar à morte do embrião (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2013). No 
período da terceira a oitava semana ocorre a formação de órgãos e há alta susceptibilidade ao 
desenvolvimento anormal de diversas estruturas, como sistema nervoso central, coração e 
membros (SADLER, 2016). O modelo utilizado nesse trabalho abrange parcialmente esses 
períodos, correspondendo aproximadamente até a quinta semana de desenvolvimento humano 
(HILL, 2017), destacando a grande relevância dos dados apresentados, uma vez que as 
concentrações testadas são semelhantes aos valores encontrados no cordão umbilical humano, 
para algumas concentrações de ambos contaminantes.
Os embriões utilizados nesse estudo passaram pelos três primeiros períodos críticos 
descritos por Christensen (2001). Durante o segundo período crítico, os ovos foram 
transportados até o laboratório e injetados com as concentrações dos contaminantes. Apesar 
dos embriões terem sido expostos por dois dos primeiros períodos críticos do 
desenvolvimento, a taxa de mortalidade dos expostos foi significativamente maior que a dos 
controles somente na maior concentração de Cd (25 pg/ml). Entretanto, Yamamoto e 
colaboradores (2012) verificaram um aumento significativo, quando comparado ao controle, 
de 30% para 41% na taxa de mortalidade de embriões de G. gallus, expostos à concentração 
de Cd 5 pg/ml, após 3 dias de incubação. Ainda que a concentração de Cd de duas das 
soluções utilizadas para a exposição dos embriões ao contaminante tenha sido a mesma 
testada nesse trabalho, possivelmente a dose (g de Cd por g de ovo) empregada tenha sido 
superior, visto que o volume de injeção foi 10 vezes maior. Porém, não é possível precisar a 
dose utilizada, pois o peso dos ovos não foi mencionado no trabalho. Além disso, a análise
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estatística empregada por Yamamoto e colaboradores (2012) foi diferente da aplicada nesse 
trabalho. Thompson e colaboradores (2010) submeteram embriões de Galllus gallus com 60 
horas de incubação a 50 pl de solução de Cd 100 ng/ml e 24 horas depois a taxa de 
mortalidade encontrada foi significativamente maior que no controle. Porém há trabalhos que 
mostram ausência de aumento na mortalidade frente a exposição ao Cd (THOMPSON; 
BANNIGAN, 2001; THOMPSON; BANNIGAN, 2007; CULLINANE; BANNIGAN; 
THOMPSON, 2009). A maior concentração de Cd utilizada no presente trabalho (25 pg/ml) 
foi maior que utilizada por Thompson e colaboradores (2010) e mais letal aos embriões 
também por ter sido administrada mais precocemente, dessa forma interferindo na retomada 
do desenvolvimento na transição entre o segundo e terceiro períodos críticos. Portanto, apesar 
de haver similaridades em termos de abordagens com os trabalhos citados acima, os dados 
apresentados neste trabalho se destacam dos demais pela complexidade e cuidado tanto com o 
desenho experimental como com as análises morfométricas.
Não há dados na literatura a respeito da taxa de mortalidade de embriões com 3 dias 
de incubação após exposição ao PFOA, visto que os estudos para este composto referem-se a 
estágios mais avançados do desenvolvimento. Em embriões da galinha com 19 dias de 
incubação, expostos previamente à incubação, a taxa de mortalidade aumentou de 26,7%, nos 
injetados com o veículo, para 46,9% nos expostos à dose de 2 pg de PFOA/g de ovo, 
enquanto nos nascidos não houve diferença na mortalidade entre esses grupos (JIANG et al., 
2012). Nesse caso, os embriões foram expostos a uma dose maior de PFOA, por um período 
de tempo mais longo que o testado no presente trabalho. Além disso, não é possível garantir 
que os embriões vivos ao terceiro dia suportariam as extensas alterações morfológicas 
observadas e permaneceriam vivos por mais tempo.
Neste trabalho não foi utilizado protocolo anestésico, visto que a analgesia por 
hipotermia (ALEKSANDROWICZ; HERR, 2015) antes da abertura do ovo alteraria a 
frequência cardíaca, comprometendo a análise. Porém, o estágio de desenvolvimento em que 
os embriões foram coletados (3 dias) não requer a utilização de anestesia, já que o embrião de 
galinha apresenta capacidade de nocicepção somente a partir do 7° dia de incubação 
(ROSENBRUCH, 1997). Depois desse período, experimentos utilizando embriões de galinha 
devem ser realizados com anestesia e eutanásia apropriadas, proporcionando mínima dor e 
estresse ao animal (ALEKSANDROWICZ; HERR, 2015).
Os batimentos cardíacos do embrião de G. gallus se iniciam aproximadamente no 
estádio HH10 (33-38 horas de incubação) e a circulação está bem estabelecida no estádio 
HH16 (51-56 horas de incubação) (BELLAIRS, OSMOND, 2005). Em aves recém-nascidas,
53
expostas ao PFOA in ovo, previamente à incubação, a frequência cardíaca foi reduzida em 
7,9% na dose de 0,5 pg/g e aumentada em 55,3% e 52,9% nas doses de 1 pg/g e 2 pg/g, 
respectivamente. Também houve, nas maiores doses, redução da espessura da parede do 
ventrículo direito em 20,2% (1 pg/g) e 22,7% (2 pg/g) (JIANG et al., 2012). Em embriões 
com 7 dias de incubação, expostos às mesmas concentrações de PFOA empregadas neste 
trabalho, não houve alterações significativas na espessura da parede dos ventrículos e nas 
densidades numérica e volumétrica de cardiomiócitos (DA SILVA, 2016). A utilização de 
embriões nos estádios 16-18 não mostrou efeito cardiotóxico da exposição ao PFOA e ao Cd 
através da análise da frequência cardíaca, uma vez que não houve diferença significativa entre 
nenhum dos grupos testados, em relação ao grupo veículo. Uma vez que as análises 
morfológica e morfométrica do coração não foram possíveis e a análise da frequência cardíaca 
não revelou alterações significativas, estágios mais avançados do desenvolvimento do 
embrião de galinha devem ser utilizados para avaliar a cardiotoxicidade do Cd e do PFOA 
nesse modelo.
Em 2011, Hagenaars e colaboradores mostraram que a exposição de embriões de 
Danio rerio ao PFOA causa redução do débito cardíaco, com edema pericárdico e redução da 
frequência cardíaca, 48 horas após a fertilização (hpf). Por outro lado, há um aumento da 
frequência cardíaca dos embriões 72 hpf. Houve correlação entre a frequência cardíaca dos 
embriões na eclosão (72 hpf) e o comprimento dos embriões 120 hpf. Dessa forma, os autores 
sugerem que o aumento da frequência cardíaca está relacionado ao menor comprimento dos 
embriões e não ao efeito direto do PFOA. Nesses embriões também foram observadas outras 
malformações como curvatura anormal da cauda, bexiga natatória não inflada, edema de saco 
vitelínico, além de atraso na eclosão (HAGENAARS et al., 2011). No presente trabalho não 
houve alteração da frequência cardíaca e do comprimento corporal dos embriões expostos ao 
Cd e PFOA.
Em humanos já foi relatado aumento da prevalência de problemas cardiovasculares, 
como angina, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral, em população exposta ao 
PFOA pela água contaminada por resíduos de indústria de Teflon (ANDERSON-MAHONEY 
et al., 2008). Também foi relatada associação entre níveis séricos de PFOA e a presença de 
doenças cardiovasculares e doença arterial periférica (SHANKAR; XIAO; DUCATMAN,
2012).
A utilização do marcador fluorescente para o Cd (Leadmium Green AM Dye) 
permite a detecção de concentrações micromolares de Cd (LIFE TECHNOLOGIES, 2007). 
Nos embriões expostos percebe-se uma maior deposição de Cd na região do tubo neural,
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podendo-se, dessa forma, relacionar diretamente a presença de Cd nessa estrutura com a 
maior incidência de malformações no tubo neural. Estudos futuros são necessários para 
aprofundar a investigação sobre a distribuição espacial e temporal do Cd nos embriões. Na 
literatura não há dados ou metodologia sobre a utilização desse marcador em embrião de 
galinha. Estudos que aplicaram essa marcação analisaram a presença do Cd por microscopia 
de fluorescência ou citometria de fluxo em células em cultura (LI et al., 2007; MAHTO; 
YOON; RHEE, 2010; ZELLER et al., 2010; MAL AI Y ANDI; SHARTHIYA; DINELEY, 
2016) e em tecidos de plantas (LI et al., 2012; JIANG et al., 2014; BRUNETTI et al., 2015), 
impossibilitando a extrapolação para o modelo usado nesse trabalho.
A teratologia estuda as malformações congênitas, descritas como alterações 
estruturais, comportamentais, funcionais ou metabólicas exibidas ao nascimento e têm como 
origem as alterações mais precoces destacando a importância do presente estudo. Em 
humanos, muitas das malformações se originam entre a terceira e a oitava semanas de 
gestação (SADLER, 2016), o que permite dentro de limites aceitáveis relacionar os sinais 
precoces de diversas deformidades observadas neste estudo com a quarta/quinta semana de 
desenvolvimento humano (SADLER, 2016; HILL, 2017). Este é um aspecto de grande 
relevância para a embriotoxicologia humana e para discutir o risco de exposição humana aos 
xenobióticos testados neste trabalho. Na análise morfológica realizada foram observadas 
alterações na região encefálica, do tronco, caudal, tubo neural, parede do corpo e curvatura do 
corpo do embrião como consequência da exposição aos contaminantes estudados. Porém, a 
incidência de malformações foi significativamente maior somente nos grupos expostos ao Cd 
25 pg/ml, PFOA, e à mistura, quando comparados com o grupo veículo. Estes resultados, per 
se, já demonstram o grande potencial tóxico destes xenobióticos para a integridade do 
desenvolvimento do embrião humano, haja vista a diversidade de tecidos alvos possíveis de 
serem alterados pela exposição. Apesar disso, é importante ressaltar que mesmo nos grupos 
em que não houve diferença estatística, também foram encontradas alterações em estruturas 
importantes para a sobrevivência do embrião. As alterações encontradas no sistema nervoso, 
na região caudal, curvatura corporal e parede do corpo corroboram com os descritos por 
Yamamoto e colaboradores (2012), em que embriões de galinha expostos às concentrações de 
0,5 pg/ml e 5 pg/ml de Cd apresentaram as mesmas malformações observadas no presente 
trabalho. Em termos gerais há fortes evidências de que as alterações morfológicas observadas 
nos embriões de G. gallus expostos ao Cd e ao PFOA serão responsáveis por defeitos 
congênitos na formação do embrião, podendo inviabilizar o seu desenvolvimento ou gerar 
alterações teratogênicas que podem comprometer a própria sobrevivência do recém-nascido.
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Gandara (2002) corrobora com esta hipótese com base nas similaridades morfológicas 
apresentadas pelos embriões de vertebrados nos estágios iniciais do desenvolvimento. Neste 
caso o autor destaca a gastrosquise, que é um defeito caracterizado pela presença de abertura 
na região abdominal, levando à possível extrusão de vísceras. Este tipo de malformação, 
defeito na parede do corpo, deve-se ao fechamento anormal da parede ventral pelas dobras da 
parede lateral do corpo, na região torácica, abdominal ou pélvica. De forma mais complexa, 
estes danos geram além da gastrosquise, a ectopia cordis (coração total ou parcialmente para 
fora da cavidade torácica) e extrofia da bexiga (SADLER; FELDKAMP, 2008). Assim, pode- 
se inferir que as alterações observadas nos embriões expostos ao Cd e ao PFOA são 
compatíveis com futura ectopia cordis, gastrosquise ou extrofia da bexiga, dependendo da 
região afetada. As complicações clínicas associadas variam, porém as três condições podem 
ser total ou parcialmente corrigidas cirurgicamente (CALCAGNOTTO et al., 2013; 
DICKSON, 2014; FLORES-TLALMIS et al., 2015). Apesar da possibilidade de correção, 
comorbidades associadas a gastrosquise, como anomalias congênitas circulatórias, 
pulmonares e sepse elevam a letalidade pós-natal dessa condição (LAO et al., 2010). A 
ectopia cordis está comumente associada a outras cardiopatias que também podem influenciar 
na sobrevida do paciente (FLORES-TLALMIS et al., 2015). A letalidade associada à extrofia 
da bexiga está relacionada a danos e mau funcionamento renais (DICKSON, 2014).
As alterações encefálicas e de tubo neural observadas no presente estudo podem, 
futuramente, estar relacionadas ao aparecimento de diferentes tipos de defeitos do tubo neural 
(DTN). Os DTN são malformações congênitas graves ocasionadas por falha no fechamento 
do tubo neural. Os dois tipos mais comuns dessas deformidades são a anencefalia (ausência de 
encéfalo e crânio), como consequência do não fechamento da extremidade craniana do tubo 
neural (BONHOTAL, 2015), e a mielomeningocele (espinha bífida aberta), que resulta da 
falha do fechamento do tubo neural na região da coluna vertebral. Uma forma mais rara 
dessas malformações é a craniorraquisquise (anencefalia e espinha bífida aberta), resultante 
da falha do fechamento do tubo neural em todo o eixo corporal. O fato destas alterações 
estarem presentes nos embriões expostos aos xenobióticos testados sob condições realísticas é 
preocupante do ponto de vista de saúde pública, uma vez que a exposição de gestantes a estas 
substâncias não é incomum. Além disso, existem ainda outros quatro tipos de DTN, a 
encefalocele, resultante da protusão de tecido cerebral e das meninges para fora do crânio, a 
meningocele (espinha bífida fechada), o disrafismo espinhal oculto (espinha bífida oculta) 
(MITCHELL, 2005), e a iniencefalia (prolapso cerebral e retroflexão da cabeça) (TEJERIZO- 
GARCIA et al., 2006; CHEN, 2007), as quais potencialmente podem ser consequência de
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algumas das modificações observadas. As características clínicas de cada uma dessas 
malformações variam. A anencefalia e a craniorraquisquise são sempre letais, enquanto que a 
letalidade da encefalocele depende da extensão da lesão cerebral. A espinha bífida pode ser 
tratada cirurgicamente, porém compromete a função neural e pode causar perda da 
sensibilidade e capacidade de andar. Recém-nascidos com iniencefalia vão a óbito em poucas 
horas (KULAYLAT; NARCHI, 2000). Outras manifestações clínicas associadas aos DTN são 
a hidrocefalia, atraso no desenvolvimento mental e no crescimento, problemas de visão, 
convulsões, distúrbios genitourinários, gastrointestinais e malformações nas vértebras (COPP; 
STANIER; GREENE, 2013). Além disso, um estudo recente mostrou que a exposição de 
camundongos ao CdCl2 in utero, no 8° dia de gestação, promove defeito no tubo neural e afeta 
o crescimento fetal, com redução do peso e comprimento do feto de forma dose dependente 
(ZHANG et al., 2016).
A síndrome da regressão caudal é uma malformação congênita rara dos segmentos 
inferiores da coluna vertebral e medula espinhal. Foi descrita pela primeira vez por Duhamel 
(1961), como um conjunto de defeitos congênitos envolvendo diferentes graus de alterações 
musculoesqueléticas da coluna lombossacral, pelve e extremidades inferiores, além de 
alterações neurológicas, genitourinárias, gastrointestinais e cardíacas. Essas alterações 
ocorrem devido à formação insuficiente de mesoderme na região mais caudal do embrião, 
durante a gastrulação (SADLER, 2016). O quadro clínico depende da severidade da regressão 
e encurtamento do tronco, que varia de agenesia parcial do cóccix a agenesia lombossacral. 
Também podem ocorrer anomalias associadas como limitação da mobilidade articular do 
quadril, joelhos e tornozelos, imperfuração anal, malformações genitais, displasia ou aplasia 
renal e sirenomielia (membros inferiores fundidos) (SEN; PATEL, 2007; BAYRAKTUTAN; 
KANTARCI; SADE, 2015). Se associada à aplasia renal bilateral, essa malformação é letal 
(SEN; PATEL, 2007). Entre as malformações na região caudal observadas nos embriões 
expostos ao Cd e PFOA está a redução do comprimento, muitas vezes acompanhada de 
comprometimento também da região do tronco. Essas alterações são compatíveis com futuras 
complicações relacionadas à síndrome da regressão caudal. Outras malformações congênitas 
da coluna vertebral, como a lordose e a escoliose, são consequência da formação e/ou 
segmentação anormal das vértebras, provenientes do esclerótomo dos somitos, sob influências 
de fatores genéticos e ambientais (LONSTEIN, 1999; FARLEY, 2010). Devido a essa origem 
embrionária das vértebras, podemos fazer uma relação direta entre a presença do Cd nos 
somitos, observada nos embriões de Gallus gallus expostos no presente trabalho, e as 
alterações de curvatura observadas, que darão origem a essas alterações vertebrais. Nos casos
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mais graves podem ocorrer alterações cardíacas, urogenitais e paraplegia (LEE, 2015). 
Thompson e Bannigan (2007) mostraram que a exposição de embriões de galinha a 5 pg/ml 
de Cd induz a lordose, curvatura anormal na região lombossacral e redução do número de 
somitos em relação aos embriões controles normais. Também foi relatado um defeito na 
parede do corpo, compatível com a onfalocele humana, considerada outra malformação 
associada à lordose. No presente trabalho foram encontradas alterações semelhantes na 
curvatura da região caudal.
Assim sendo, as malformações observadas no presente trabalho, como causa da 
exposição ao Cd e PFOA, podem gerar complicações de diferentes gravidades nos indivíduos. 
Em humanos, algumas das malformações podem ser letais, comprometendo a continuidade da 
vida do indivíduo em desenvolvimento ou após o nascimento. Outras são potencialmente 
letais devido às comorbidades. Algumas podem ser corrigidas ou amenizadas cirurgicamente, 
porém podem diminuir a qualidade de vida do indivíduo devido às complicações associadas. 
Em animais, as malformações podem aumentar a mortalidade, dificultar a procura por 
alimento e torná-los mais susceptíveis aos predadores, uma vez que problemas na curvatura e 
ausência de membros comprometem a locomoção.
Algumas das malformações observadas nos embriões expostos ao Cd e PFOA nesse 
trabalho já foram observadas em humanos e relacionadas com a exposição a esses 
contaminantes. Altos níveis de exposição materna ao Cd estão relacionados com maior risco 
de ocorrência de defeitos cardíacos congênitos (JIN et al., 2016). Porém não há relação entre 
os níveis maternos de Cd no sangue, urina (BRENDER et al., 2006), na placenta (JIN et al.,
2013) e no sangue de neonatos (CARRILLO-PONCE et al., 2004) e a ocorrência de defeitos 
no tubo neural, mas estes foram observados no presente estudo. Já foi relatada associação 
entre maiores níveis séricos maternos de PFOA e ocorrência de nascimento prematuro, baixo 
peso ao nascer e natimortos (WU et al., 2012), além de malformações no sistema nervoso 
como defeitos do tubo neural e hidrocefalia (STEIN et al., 2014). Porém, Nolan e 
colaboradores (2010) afirmam não haver relação entre este contaminante e a ocorrência de 
malformações congênitas, dados estes que parecem ser refutados ou pelo menos discutidos 
pelas evidências apresentadas neste estudo. Neste caso discute-se aqui uma questão 
importante, pois embora não haja evidências seguras de que a exposição de gestantes a 
determinados xenobióticos possa ser a causa direta de alterações no feto ou recém-nascido, os 
dados deste trabalho sugerem o contrário. As alterações nos estágios iniciais, como 
evidenciado neste estudo, mostram claramente que estes xenobióticos encontrados no cordão
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umbilical alteram de forma significativa o desenvolvimento dos embriões, evidenciando de 
forma bastante sugestiva a relação entre as lesões apresentadas e as malformações congênitas.
Outro fator importante refere-se à ocorrência de malformações e outras alterações 
congênitas em determinadas populações estarem relacionadas a aspectos geográficos, 
genéticos ou mesmo culturais, podendo, assim, influenciar na susceptibilidade aos 
contaminantes (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; FAGERSTEDT et al., 2015). Neste 
contexto, segundo Brent (2004) a etiologia da maioria das malformações depende da 
combinação de fatores genéticos e ambientais. Além disso, limitações relacionadas com os 
estudos em populações podem subestimar os níveis de exposição materna e não considerar os 
períodos mais vulneráveis dos embriões/fetos (AL-SALEH, 2014), além de na maioria dos 
casos levarem em conta somente indivíduos nascidos vivos (NOLAN et al., 2010). Da mesma 
forma que em seres humanos, as diferenças genéticas dos embriões de diferentes lotes de ovos 
podem aumentar a variabilidade dos resultados, dificultando o aparecimento de variações 
estatisticamente significativas na taxa de mortalidade e na ocorrência de malformações.
A ausência de diferenças significativas entre os grupos tratados e os grupos expostos 
ao Cd (0,5 pg/ml e 5 pg/ml) com os grupos controle podem estar relacionados tanto com os 
fatores internos e inerentes ao modelo experimental, ou mesmo com o desenvolvimento 
embrionário (POURLIS, 2011), como também com os estágios muito precoces de avaliação. 
É possível sugerir que a taxa de mortalidade seria mais visível e aumentaria em estádios mais 
tardios, uma vez que a presença de intensas malformações impossibilitaria a continuidade do 
desenvolvimento. Estas hipóteses são reforçadas pela taxa de mortalidade precoce de 
aproximadamente 5% (até 4 dias de incubação) considerada normal em incubatórios 
comerciais (ROSSTECH LEAFLETS, 1998; ROSA; AVILA, 2000; BUTCHER; NILIPOUR, 
2002; GONZALES, 2005). Nesses locais há um sistema altamente padronizado de controle 
das variáveis que interferem na viabilidade dos ovos (idade e peso das matrizes, local e 
temperatura de armazenamento, transporte e higienização dos ovos) para que haja máximo 
aproveitamento da produção (ROSSTECH, 2010). Assim, considerando que os ovos foram 
manipulados e incubados de maneira padronizada e nas condições experimentais, pode-se 
considerar que os níveis de mortalidade observados nos grupos controles encontram-se dentro 
da normalidade.
Considerando as características morfológicas analisadas, não houve atraso no 
desenvolvimento frente à exposição ao Cd e PFOA nas concentrações testadas, apesar dos 
embriões utilizados no presente trabalho, incubados por 72 horas, não apresentarem as 
características morfológicas de embriões com esse tempo de incubação, segundo a descrição
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de Hamburger e Hamilton (1951). Isso ocorreu pois o tempo de incubação foi considerado a 
partir do momento da colocação dos ovos na incubadora. Porém, o ideal é que se inicie a 
contagem pelo menos 2 horas após a incubação, tempo para que o desenvolvimento seja 
retomado (FERREIRA, 2015). Além disso, no trabalho de Hamburger e Hamilton (1951) a 
temperatura de incubação utilizada para os embriões de 72h foi de 39,4 °C, enquanto que no 
presente trabalho utilizou-se 38°C. A temperatura de incubação exerce influência significativa 
na organização das estruturas embrionárias, acelerando ou retardando o desenvolvimento 
(DIAS; MÜLLER, 1998). Em relação ao Cd, nossos resultados corroboram os de Yamamoto 
e colaboradores (2012), indicando que o Cd não induz atraso no desenvolvimento em 
embriões de ave G. gallus após 72 horas de incubação. Porém, já foi relatado atraso no 
desenvolvimento, com retardo na formação dos somitos em embriões de galinha com 3,5 dias 
de incubação (84 horas) (THOMPSON et al., 2005; CULLINANE; BANNIGAN; 
THOMPSON, 2009). Em camundongos, a exposição ao PFOA no período gestacional e 
lactacional às doses de 3 e 5 pg/g induz atraso na abertura dos olhos e no aparecimento de 
pêlos nos filhotes, caracterizando atraso no desenvolvimento (WOLF et al., 2007). Em Gallus 
gallus não foram encontrados trabalhos que demonstrem retardo no desenvolvimento como 
consequência da exposição ao PFOA.
A avaliação do efeito de poluentes isoladamente é pouco representativa, 
considerando uma exposição real no ambiente, uma vez que humanos e animais estão 
expostos a uma mistura complexa de poluentes. Além disso, essa abordagem leva ao 
desconhecimento dos possíveis efeitos aditivos, sinérgicos ou antagônicos, provocados pelas 
misturas de poluentes, bem como a má interpretação do risco de exposição a determinadas 
substâncias (WILSON et al., 2016). Porém, devido a dificuldades conceituais e experimentais, 
o estudo do efeito de misturas de poluentes em organismos vivos ainda é pouco explorado 
(KORTENKAMP, 2007).
Estudos que avaliaram a concentração de contaminantes ambientais orgânicos e 
inorgânicos em gestantes revelam a presença de uma variedade de compostos potencialmente 
tóxicos no sangue materno e do cordão umbilical, como o Cd e o PFOA (NEEDHAN et al., 
2011; SAKAMOTO et al., 2012; ARBUKLE et al., 2013). Isso demonstra que tais moléculas 
atravessam a barreira placentária e atingem o indivíduo durante o desenvolvimento pré-natal. 
Dessa forma, a exposição a xenobióticos nessa fase do desenvolvimento pode causar efeitos 
como as malformações observadas nesse trabalho, que irão refletir nas fases subsequentes do 
desenvolvimento (infância e vida adulta), gerando diferentes tipos de anomalias. Além disso, 
a exposição humana a esses contaminantes ocorre pelas mesmas vias principais, a oral e a
60
respiratória (D’EON; MABURY, 2011; ARBUCKLE et al., 2016). Assim, optou-se neste 
trabalho pela utilização de uma mistura binária (Cd e PFOA), a fim de simular de forma mais 
realística uma exposição ambiental.
Considerando as análises realizadas de mortalidade, morfologia, morfometria e 
frequência cardíaca, não houve efeito aditivo entre o Cd e o PFOA, já que não ocorreu 
diferença estatisticamente significativa entre o grupos expostos ao Cd 0,5 pg/ml e PFOA 5 
ng/ml, isoladamente, e o exposto à mistura. Ou seja, apesar da ocorrência de malformações ter 
sido maior no grupo exposto à mistura do que nas exposições isoladas, esse aumento não foi 
significativo, indicando que o maior aparecimento de alterações morfológicas ocorreu devido 
somente à presença do PFOA. Em cianobactérias, a interação do Cd e PFOA em mistura gera 
um efeito antagônico, avaliado pelo teste de toxicidade de bactérias bioluminescentes. Esse 
antagonismo é gerado pela estabilização dos cátions do metal por complexação, através de 
troca iônica entre o metal e o PFOA (RODEA-PALOMARES et al., 2012). No entanto, como 
neste estudo foram utilizadas as menores concentrações de ambos os xenobióticos, e pelo fato 
da menor concentração teste do Cd não trazer efeito visível, mas observado na menor 
concentração teste do PFOA, pode-se sugerir que não há relação significativa da mistura nas 
concentrações testadas que possa interferir com os efeitos nos embriões.
A morfometria é o estudo da forma em relação ao tamanho, ou seja, do crescimento 
(PERES-NETO, 1995). Sendo assim, essa análise permitiu verificar se a exposição aos 
contaminantes altera o padrão de crescimento embrionário com padrão de organização 
corporal normal, pela análise do corpo total do embrião considerando algumas estruturas 
embrionárias específicas. A análise morfométrica em embriões de G. gallus é um 
complemento da análise anátomo-morfológica. Apesar dos trabalhos utilizarem embriões em 
estágios mais avançados de desenvolvimento neste tipo de abordagem metodológica (4 e 6 
dias) (KOBUS, 2007; CECCHINI, 2013), ou mais precoces (40 horas) (DEY; MUKHERJEE; 
IYENGAR, 1999), foi importante a aplicação deste método nesse trabalho, uma vez que 
constituiu parâmetros métricos confiáveis e sedimentados. Porém, várias das medidas 
utilizadas nos dois trabalhos acima não foram adaptadas para os embriões nos estádios 16, 17 
e 18 dada a dificuldade e, por vezes, impossibilidade de determinar as delimitações ou pontos 
exatos de estruturas, sem a utilização de técnicas histológicas.
Através da morfometria anatômica verificou-se uma variação no padrão 
morfométrico entre os grupos testados, porém em todos os parâmetros analisados a exposição 
às diferentes concentrações de Cd e PFOA não causou alteração significativa. Sugere-se que a 
falta de alterações significativas ocorreu devido à impossibilidade da análise dos embriões
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com malformações que impossibilitaram a delimitação precisa das estruturas para a realização 
das medições. Além disso, as comparações foram realizadas em embriões no mesmo estádio 
de desenvolvimento, uma vez que cada estádio apresenta uma característica morfológica 
específica. Como a maioria dos embriões obtidos foi no estádio 17 e vários embriões (65) não 
puderam ser analisados, o "n" amostral dos estádios 16 e 18 não foi suficiente para as análises 
estatísticas. O parâmetro de área total do embrião poderia ter sido analisado, mesmo nos 
embriões malformados, uma vez que a mensuração da área do embrião não leva em conta 
nenhuma estrutura específica. Porém, devido a impossibilidade de determinação do estádio 
embrionário não foi possível a comparação entre embriões do mesmo estádio para a 
realização da análise estatística.
A avaliação morfológica através da montagem total não permitiu uma análise 
eficiente da morfologia e morfometria específicas do coração, visto que a posição do embrião 
e as extensas alterações encontradas impossibilitaram boa visualização do órgão e sua forma 
nos estádios de desenvolvimento analisados. Além disso, as lâminas apresentaram os 
embriões com o coração em diferentes fases do ciclo cardíaco (sístole, diástole, fases 
intermediárias entre sístole e diástole). Em cada fase do ciclo, o coração apresenta uma forma 
característica, que varia entre os estádios, devido ao crescimento e desenvolvimento do órgão 
(NAIEB; HAPPEL; YELBUZ, 2013). Assim, não foi possível encontrar um padrão na 
apresentação do coração para que mensurações específicas do coração fossem realizadas. 
Dessa forma, conclui-se que a análise morfométrica não é uma metodologia eficiente para 
análise de embriões de Gallus gallus em montagem total.
Em resumo, os efeitos observados nos embriões no presente trabalho reforçam a 
preocupação com os potenciais efeitos deletérios da exposição pré-natal ao Cd e PFOA. Além 
disso, pela primeira vez foi demonstrado o efeito teratogênico do PFOA em estágios iniciais 
do embrião de galinha e em coexposição com o Cd. Uma vez que estudos em embriões 
humanos não são possíveis, a utilização do embrião de galinha como modelo é uma 
alternativa viável, que oferece diversas vantagens em relação a outros animais, além de 
permitir extrapolação entre as espécies. Ainda são necessários mais estudos sobre os efeitos 
desses contaminantes, seus mecanismos de ação e a relação com as malformações 




Após a análise dos resultados, conclui-se que:
• A exposição ao Cd e PFOA, isolados e em mistura, nas concentrações testadas, não 
alterou a frequência cardíaca dos embriões incubados por 72 horas.
• A detecção do Cd pelo marcador específico, confirma a presença do metal no embrião 
de 3 dias.
• A exposição ao Cd elevou a taxa de mortalidade e ocorrência de malformações 
somente na maior concentração.
• O PFOA e a mistura não alteraram significativamente a taxa de mortalidade, mas 
aumentaram a ocorrência de malformações.
• A exposição ao Cd e PFOA, isoladamente e em coexposição, não alterou os padrões 
morfométricos analisados.
• A morfometria não é uma metodologia eficiente para análise de embriões de ave 
Gallus gallus pela técnica de montagem total.
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